
PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
K 2747 - sch/msl 


™ D riIDTUrD ArT1AW SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminar>' 
URTHER ACTION Examination Report (Form PC T/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/DE99/03517 


International filing date (day/month/year) 
29 October 1999 (29.10.99) 


Priority date {day/month/year) 

29 October 1998 (29.10.98) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C07K 16/08 



Applicant 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS 



1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


LXJ 


II 


□ 


III 




IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 





Date of submission of the demand 

26 May 2000 (26.05.00) 


Date of completion of this report 

19 January 2001 (19.01.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE99/03517 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application: 
| | the international application as originally filed 

the description: 

pages 

pages 

pages 



-20 



, as originally filed 



, filed with the demand 



filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-12 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/3-3/3 



, as originally filed 



filed with the demand 



filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 



. , filed with the demand 



1,2 



filed with the letter of 



15 March 2000 (15.03.2000) 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

Thes e elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ 

contained in the international application in written form, 
filed together with the international application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form, 
furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 



4-D 



The amendments have resulted in the cancellation of: 
the description, pages 

I I the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
1 — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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PCT/DE99/03517 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 

claims Nos. 12 



because: 



the said international application, or the said claims Nos. 12_ 



relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 
See Supplemental Box 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. ^ are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

| | no international search report has been established for said claims Nos. . 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 



| | the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

| | the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: III 



Claim 12 pertains to a subject which, in the opinion of 
the Examining Authority, comes under PCT Rule 67.1(iv). 
Therefore no report is established with respect to the 
industrial applicability of the subject of this claim 
(PCT Article 34 (4) (a) (i) ) . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-12 



1-12 



1-11 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. 



Citations and explanations 

1. This report makes reference to the following 
documents : 

Dl: WO-A-95/11997 (DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM) 
D2: WISTUBA A ET AL : 'Intermediates of Adeno- 
Associated Virus type 2 assembly: Identification of 
soluble complexes containing Rep and Cap proteins. 1 
JOURNAL OF VIROLOGY, (1995 SEP) 69 (9) 5311-9 

2. Novelty 

2.1 Independent Claim 1 pertains to a monoclonal 
antibody or a fragment thereof, characterized in 
that it binds to the capside of an adeno-associated 
virus (AAV) and prevents the virus from binding to 
the original target cell. 

Antibodies with these characteristics are not known 
from the prior art. Therefore Claim 1 and Claims 2- 
8, which are dependent on Claim 1, are novel as per 
PCT Article 33 (2) . 

2.2 Claim 9 is likewise novel as per the requirements of 
PCT Article 33(2), since hybridom cells that produce 
an antibody according to Claims 1-8 are not known 
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international application No. 
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from the prior art. 



2.3 Claims 10 and 11 are novel (PCT Article 33(2)), 
because an AAV vector to which an antibody that 
blocks the virus from binding to the natural target 
cell is bound, is not found in the prior art. 



2.4 The same applies to the subject of Claim 12, which 
pertains to a method for directed gene transfer 
assisted by the AAV vector according to Claims 10 
and 11. Therefore Claim 12 is novel as per PCT 
Article 33(2). 

3. Inventive step 



3.1 Dl, which is regarded as the closest prior art, 
discloses antibodies directed against an AAV 
antigen, in particular against the capside proteins 
VP1, VP2 or VP3 (page 3, lines 1-3). These 
antibodies can be used to detect the presence of AAV 
in the tissue of a biological sample (page 2, lines 
24-33) . 

The subject of Claim 1 differs from Dl in that the 
claimed antibodies prevent the virus from binding to 
the original target cells. 

Therefore the problem is regarded as that of 
providing a blocking antibody. 

D2 likewise discloses antibodies directed against 
VP1-VP3 (page 5312, column 2, lines 57-69). 
However, the use of antibodies which prevent the AAV 
from binding to the original target cell is likewise 
neither disclosed in nor suggested by D2 . 
Therefore Claim 1 is inventive pursuant to PCT 
Article 33 (3) . 
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3.2 The same also pertains to Claims 2-8, which are 

dependent on Claim 1 and therefore likewise meet the 
requirements of PCT Article 33(3). 



3.3 For the above-mentioned reasons, the subject of 
Claim 9, which pertains to hybridom cells that 
produce antibodies according to Claims 1-8, is 
likewise inventive as per PCT Article 33(3). 

3.4 Independent Claim 10 and dependent Claim 11, which 
pertain to an AAV vector characterized in that an 
antibody according to one of Claims 1-8 is bound to 
the virus capside such that the virus can no longer 
bind to the target cell, are inventive as per PCT 
Article 33(3) based on the arguments presented in 
point 3.1. 

3.5 The same applies to the use of a vector according to 
Claims 10 and 11. Therefore Claim 12 is likewise 
inventive pursuant to PCT Article 33(3). 



4. The PCT Contracting States do not have uniform 

criteria for assessing the industrial applicability 
of the subject of Claim 12, a method for directed 
gene transfer using the AAV vector according to 
Claims 10 and 11, in its present form. Patentability 
may depend on the wording of the claims. The EPO, 
for example, does not recognize the industrial 
applicability of claims to the medical use of a 
compound; it does, however, allow claims to the 
first medical use of a known compound or the use of 
such a compound to manufacture a drug for a new 
medical application. . 



5. The document Bartlett, J.S. et al., Nature Biotech. 
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(1999) 17, pages 181-186, which is cited in the 
search report, is not regarded as prior art pursuant 
to PCT Article 33(2), since the claimed priority 
date can be acknowledged for the relevant parts of 
the present application. 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



The application contains a formatting error on page 10, 
lines 25-29. 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Although the application is based on a novel and inventive 
concept, the following objections arise: 

1. Claims 1-5 pertain, in general, to an antibody that 
binds to the capside of an AAV and prevents the 
virus from binding to the original target cell. 
This blocking of the binding of an AAV to the 
original target cell is regarded as the feature of 
the antibody that substantiates an inventive step. 
Because the application discloses only two specific 
antibodies having the described characteristics 
(page 17, lines 20-22; Claim 6), Claims 1-5, with 
their present broad wording, are not supported by 
the description and therefore do not meet the 
requirements of PCT Article 6. 

In addition, the description fails to disclose the 
invention in a way that would make it possible for a 
person skilled in the art to arrive, without 
unreasonable expenditure of effort, at the subject 
matter of Claims 1-5 (PCT Article 5), i.e. 
antibodies, in general, that show a blocking effect. 

2. The same applies to the subject of Claim 9, which 
pertains in general to hybridoma cells for producing 
the antibodies according to Claims 1-8. Therefore 
Claim 9 does not meet the requirements of PCT 
Articles 5 and 6. 

3. Claims 1-3, 5, 7, 8 and 10 are unclear as per PCT 
Article 6, since the word "fragment" used therein 
defines neither the size nor the technical 



IriTern; 
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VIII. Certain observations on the international application 



characteristics of said fragment. 



4. The deposit numbers indicated in Claim 6 refer, 
according to the description in the present 
application (page 18, lines 1-4), to the hybridom 
cells that produce the antibodies, rather than to 
the antibodies per se. 

Therefore Claim 6 is unclear as per PCT Article 6. 
Furthermore, there is no attestation confirming 
deposition attached to the international application 
as per the requirements of PCT Article 5 and PCT 
Rule 13jbis. 



5. The expression "optionally" in Claim 10 has no 
limiting effect. Therefore features immediately 
following said expression are to be regarded as 
optional . 
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PCT/DE99/03517 


Internationales Anme\6e6atumCTag/Monat/Jahr) 
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Prioritatsdatum (T ag/Monat/T ag) 
29/10/1998 
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Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 9 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behdrde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I H Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



II 


□ 
El 


III 

IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 
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Fax: +49 89 2399 - 4465 
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ft A 

X. 
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I. Grundlag des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzbtatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.y. 

Beschreibung, Seiten: 

1-20 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-12 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/3-3/3 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1, 2, eingereicht mit Schreiben vom 15.3.2000. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
H bei der Behorde nachtragiich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

H bei der Behorde nachtragiich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

H Die Erklarung, daB das nachtragiich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

H Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 
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4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
H Anspruche Nr. 12. 



H Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 12 beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 



Begrundung: 



entspricht: 



□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 
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V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-12 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-12 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, da3 die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



VIII; Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/0351 7 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT ______ 



Zu Punkt 111 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkeit 

Der Anspruch 12 beziehen sich auf einen Gegenstand, der nach Auffassung dieser 
Behdrde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wird uber die gewerbliche 
Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspruche kein Gutachten erstellt (Artikel 
34(4) a) (i) PCT). 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : WO 95 1 1 997 A (DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM) 
D2: WISTUBA A ET AL: 'Intermediates of Adeno-Associated Virus type 2 
assembly: Identification of soluble complexes containing Rep and Cap 
proteins. 1 JOURNAL OF VIROLOGY, (1995 SEP) 69 (9) 5311-9 

2. Neuheit 

2.1 Der unabhangige Anspruch 1 bezieht sich auf einen monoklonalen Antikorper 
oder ein Fragment davon, welcher dadurch gekennzeichnet ist, daB er an das 
Kapsid eines Adeno-assoziierten Virus (AAV) bindet und die Bindung des Virus an 
die ursprungliche Zielzelle verhindert. 

Antikorper mit diesen Eigenschaften sind im Stand der Technik nicht bekannt. 
Anspruch 1 und die davon abhangigen Anspruche 2-8 sind daher neu im Sinne 
von Artikel 33(2) PCT. 

2.2 Anspruch 9 ist ebenfalls neu gemaB den Vorschriften von Artikel 33(2) PCT, da 
Hybridomzellen, welche einen Antikorper nach Anspriichen 1-8 produzieren im 
Stand der Technik nicht bekannt sind. 
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2.3 Anspruche 10 und 1 1 sind neu (Artikel 33(2) PCT), da ein AAV-Vektor, an den ein 
die Virusbindung an die naturliche Zielzelle blockierender Antikorper gebunden ist, 
nicht zum Stand der Technik gehort. 

2.4 Das gleiche trifft auf den Gegenstand von Anspruch 12 zu, der sich auf ein 
Verfahren zum gerichteten Gentransfer unter Zuhilfenahme des AAV-Vektors 
gemaB Anspruchen 10 und 1 1 bezieht. Anspruch 12 ist daher neu im Sinne von 
Artikel 33(2) PCT. 

3. Erfinderische Tatigkeit 

3.1 Dokument D1 , das als nachstliegender Stand der Technik angesehen wird, 
offenbart Antikorper, die gegen ein AAV Antigen, im speziellen gegen die 
Kapsidproteine VP1 , VP2 oder VP3, gerichtet sind (Seite 3, Zeilen 1-3). Diese 
Antikorper konnen dazu verwendet werden, die Gegen wart von AAV im Gewebe 
einer biologischen Probe nachzuweisen (Seite 2, Zeilen 24-33). 

Der Gegenstand von Anspruch 1 unterscheidet sich von Dokument D1 dadurch, 
daf3 die beanspruchten Antikorper die Bindung des Virus an die urspriingliche 
Zielzelle verhindern. 

Das Problem wird daher darin gesehen, einen blockierenden Antikorper zur 
Verfugung zu stellen. 

Dokument D2 offenbart ebenfalls Antikorper, die gegen VP1-VP3 gerichtet sind 
(Seite 5312, Spalte 2, Zeilen 57-69). 

Allerdings wird auch in D2 die Verwendung von Antikorpern, die AAV Bindung an 
die urspriingliche Zielzelle blockieren, weder offenbart noch nahegelegt. 
Anspruch 1 ist daher erfinderisch im Sinne von Artikel 33(3) PCT. 

3.2 Das gleiche gilt auch fur die von Anspruch 1 abhangigen Anspruche 2-8, die 
daher ebenfalls den Erfordernissen von Artikel 33(3) PCT entsprechen. 

3.3 Aus den obengenannten Grunden ist der Gegenstand von Anspruch 9, der sich 
auf Hybridomzellen, die Antikorper gemaB den Anspruchen 1-8 produzieren, 
ebenfalls erfinderisch im Sinne von Artikel 33(3) PCT. 

3.4 Der unabhangige Anspruch 10 und der abhangige Anspruch 1 1 , die sich auf einen 
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AAV Vektor beziehen, der dadurch gekennzeichnet ist, daB ein Antikorper nach 
einem der Anspruche 1-8 an das Viruskapsid gebunden wird, sodaG das Virus 
nicht mehr an die Zielzelle binden kann, sind erfinderisch im Sinne von Artikel 
33(3) PCT auf Grund der unter Punkt 3.1 dargelegten Argumentation. 

3.5 Das gleiche gilt fur die Verwendung einer Vektors nach Anspruch 1 0 und 1 1 . 
Anspruch 12 ist daher ebenfalls erfinderisch im Sinne von Artikel 33(3). 

4. Fur die Beurteilung der Frage, ob der Gegenstand des vorliegenden Anspruchs 
12, i.e. ein Verfahren zum gerichteten Gentransfer unter Verwendung des AAV 
Vektors nach Anspriichen 10 und 1 1 , gewerblich anwendbar sind, gibt es in den 
PCT-Vertragsstaaten keine einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch 
von der Formulierung der Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt 
den Gegenstand von Anspriichen, die auf die medizinische Anwendung einer 
Verbindung gerichtet sind, nicht als gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch 
Anspruche zugelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen 
medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung gerichtet 
sind. 

5. Das im Recherchenbericht zitierte Dokument Bartlett, J.S. et al., Nature Biotech. 
(1999) 17, p. 181-186 ist nicht als Stand der Technik nach Artikel 33(2) zu 
beriicksichtigen, da der beanspruchte Prioritatstag den relevanten Teilen der 
vorliegenden Anmeldung zuerkannt werden kann. 

Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Die Anmeldung enthalt einen Formatierungsfehler auf Seite 10, Zeilen 25-29. 



Zu Punkt VIII 

B stimmt B merkungen zur int rnationalen Anm Idung 



Fomnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/0351 7 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Trotzdem die Anmeldung auf einem neuen und erfinderischen Konzept basiert, 
ergeben sich folgende Einwande: 

1 . Anspruche 1-5 beziehen sich allgemein auf einen Antikorper, der an das Kapsid 
eines AAV bindet und die Bindung des Virus an die ursprungliche Zietzelle 
verhindert. 

Diese Blockierung der Bindung eines AAV an die ursprungliche Zielzelle wird als 
das die erfinderische Tatigkeit begrundende Merkmal der Antikorper angesehen. 
Da in der Anmeldung jedoch nurzwei spezielle Antikorper mit den beschriebenen 
Eigenschaften offenbart werden (Seite 17, Zeilen 20-22; Anspruch 6), sind 
Anspruche 1-5 in der gegenwartigen breiten Formulierung nicht von der 
Beschreibung gestutzt und erfullen deshalb nicht die Erfordernisse von Artikel 6 
PCT. 

Zudem wird in der Beschreibung die Erfindung nicht in einer Weise offenbart, die 
es dem Fachmann ohne unzumutbaren Aufwand ermoglichen wurde, zum 
Gegenstand der Anspruche 1-5, i.e. Antikorper im allgemeinen, die eine 
blockierende Wirkung zeigen, zu gelangen (Artikel 5 PCT). 

2. Das gleiche gilt fur den Gegenstand von Anspruch 9, der sich generell auf 
Hybridomazellen zur Produktion der Antikorper nach Anspruchen 1-8 bezieht. 
Anspruch 9 erfullt daher nicht die Erfordernisse der Artikel 5 und 6 (PCT). 

3. Anspruchen 1-3, 5, 7, 8, und 10 sind unklar im Sinne von Artikel 6 PCT, da der 
darin verwendete Ausdruck "Fragment" weder die GroBe noch die technischen 
Eigenschaften besagten Fragments definiert. 

4. Die in Anspruch 6 genannten Hinterlegungsnummern beziehen sich laut 
Beschreibung der gegenwartigen Anmeldung (Seite 18, Zeilen 1-4) auf die 
Hybridomzellen, welche die Antikorper produzieren, und nicht auf die Antikorper 
an sich. 

Anspruch 6 ist daher unklar im Sinne von Artikel 6 PCT. 
Daruberhinaus liegen der internationalen Patentanmeldung keine 
Hinterlegungsbestatigungen gemaB den Forderungen von Artikel 5 PCT und 
Regel 13bis PCT bei. 
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5. Der Ausdruck "gegebenenfalls" in Anspruch 10 hat keinen limitierenden 

Charakter. Daher sind danach angefuhrte Merkmale als optional zu betrachten. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 5) (EPA-April 1997) 
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SEQUENZPROTOKOLL 
<110> Deutsches Krebsf orschungszentrum 

<12 0> An das AAV-Kapsid bindender, den Zelltropismus verandemder 
Antikorper und Verfahren zum gerichteten Gentransfer 

<130> K 2747 

<140> PCT/DE99/03517 
<141> 1999-10-29 

<150> DE 198 49 643.5 
<151> 1998-10-29 

<160> 5 

<17 0> Patentln Ver. 2.1. 



<210> 1 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> kiinstliche Sequenz ••*••< 

» 

<220> ♦ 

<223> AAV Kapsidsequenz 



<400> 1 

Gly Pro Pro Pro ; Pro Lys Pro Ala Glu Arg His Lys Asp Asp Ser Cys 16 2 2*1 



<210> 2 

<211> 30 •••• 
<212> PRT 2 J 

<213> kiinstliche Sequenz •••• 

_ ~ - #4 

<220> » • 4 

<223> AAV Kapsidsequenz *• #< 



<400> 2 



♦ • • • 



Ser Arg Thr Asn Thr Pro Ser Gly Thr Thr Thr Gin Ser Arg Leu Gin 16 J ; 

• « • • 

Phe Ser Gin Ala Gly Ala Ser Asp lie Arg Asp Gin Ser Cys 30 



<210> 3 
<211> 22 
<212> PRT 

<213> kiinstliche Sequenz 



<220> 

<223> AAV Kapsidsequenz 



<400> 3 



'/de99035T7 . . SEQL 



2 

Gin Ser Gly Val Leu lie Phe Gly Lys Gin Gly Ser Glu Lys Thr Asn 16 
Val Asp He Glu Lys Cys 22 

<210> 4 
<211> 22 
<212> PRT 

<213> kiinstliche Seguenz 
<220> 

<223> AAV Kapsidsequenz 
<400> 4 

Ser Val Ser Thr Asn Leu Gin Arg Gly Asn Arg Gin Ala Ala Thr Ala 16 
Asp Val Asn Thr Gin Cys 22 



<210> 5 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Peptidlinker 



<400> 5 1 



Ala Lys Thr Thr Pro Lys Leu Gly Gly 9 • 



• # • * 

• • • • 

♦ • * 



• • • ♦ 

# » 

• • • * 

• • • V 

• * 

♦ • 

• * • » 
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DzrAntrag irt bei dtt visiOndigcn mil der in nclen vortdufigen Prufiwg becufiragten Behdrde oder. wenk^^Jder mehr Behdrden rurtdnrf/j ;utd, bei der 
vem AnmeMer *iwahlten Behorde zir&trtkhenTDtrArjntldcr kcnn den Namen oder den Zweibuchsta ben-Code der Behdrde anf dzr nach^zehsnden Zeile angebau 



EPEA/_ 



PCX 



KAPITEL n 



ANTRA G AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Anikel 3 I des Venrass uber die Internationale Zusarnmenarbeic auf dem Gebiet des Patenrwesens: 
Der (die) Umerzeichnece(n) bsancragt (beantragen). dafl fur die nachstehend bezeiebnete Internationale Anmcldung 
die incemacionale vorlaufige Prlifung nach dem Venrag iiber die Internationale Zusammenarbcit auf dem 

Cebiec des Patenrwesens durchgetuhrt wird. 



, Von der mit der imemacionalen vortaufigcn PrUfung beauiira»ien Behdrdc auszufiillen . 



Bezeichnung der IPEA 



Eineanisdamm des ANTRAGS 



Feld Nr. 1 KENNZZICHNXJNG DER INTERNATIONALE* ANMELDUNG 



Akst-iizeichcn des Anmcidere Oder Anwalcs 

K 2747 - sch/msl 



Internationales Akienzsichen 
PCT/DE99/03517 J^) 



Internationales Anmeldedatum tTatfMonm/Jtihri 
29 Okt 1999 (29.10.99) 



( Fnihesier) Priori tits tag I Ta^Monm/Jskn 

29 Okt 1998 (29,10.98) 



Bezeichnung der tmnduns . . , , 

An das AAV-Kapsid bindender, den Zelltropismus verandernder Antikorper und 

Verfahren zum gerichteten Gentransfer 



Feid Nr. II ANMELDER 



Name und Anschrifc: ifamiiknname. Vomame; *njunmschenPcr?onM wlknindieeaTndkhcBKsichnuns. 

Bei der Anscrviji li/id die Poiritiizwl und der Name tus Sraair anzweben. j 



Deutsches Krebsforschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 



D-69120 Heidelberg 



Tclefonnr.; 



Telefcunr.: 



Fcmschrcibnr.: 



Staaisangehorisiceit fStiaz): 



DE 



Sicz oder Wohnsicz fStaacj: 



DE 



Name und Anschrift: tFaatitowne. Vomnmc: be imjutehtA Persona iv/Itr*^ amiiiche Bernm** Bet der Arechnji M die PostUiiwl una dtr flame 4a Start m^cbc^l 

KLEINSCHMIDT, Jurgen 
Weihwiesenweg 5 

D-69245 Bammental 



Staatsangehtirigkeu (Stoat): 



DE 



Sitz oder Wohnsicz (StaatJ: 



DE 



Name und Anschrifc IFamilienrin* Varjime: bdjvnitixhe* Penom nlkwmte amrficfc femtatij . Bei derAnschUrsind & Pcstleirjiht adder Pant des Sam vaiffbaj 

W0BUS, Christiane 
Heidelberger Str, 34 

D-69126 Heidelberg 



ScaatsangeborigJceit (Staat): 



DE 



Sitz oder Wohnsicz (Stoat): 



DE 



| | Weuere Anmclder sind auf cinera Fonseczungsblatt angegeben. 



Formbiait PCT/IPEA/401 (Blan 1) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu dUsem Aniragsformular 
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# 



' • 2 


tocernarionaJes Akifinzeicheu 


Blau Nr 


PCT/DE99/03517 

■ 



Fonsetzung v 0 a Feld Nr. II ANMZLDER 

Wird keines der folgenden F eider benucj, so ist dieses Blaa dem Ansrag nichi btizujugen. 



Name und Anschrift: IFantiiidMnme. Vomame: beijuranxhen Penmen raUfrirfgf amdiche $ezcidwm$. Bei derAAsdinpsinddie Ponkk&d and der dej Smu ana$d>aQ 



KERN, Andrea 

Auf der Spreit 25 

D-74930 Ittlingen 



StaatsanachorigJCfiit (Swat): 



DE 



Sic oder WohnsiEZ (StaaO: 



DE 



Name and Anschrifi: {Fammerjume. Vomm; bd {umnxhin Ptno run w/fauiiigc emtio* Bezsidwui?. Ba der Anschnh sud die Pesdeazaid mi der iVamr da Smu awiibaL) 



StaatsanzcbOrieto (Stoat): 



Sicz Oder Wohnsitz (StaaC): 



Name und AJlSchrift: (Fsmtiicnnnn^ Vtnvimt: beijtiniiuanP<Korw*itli&^ Bd du .krjchnn ,W Sc Prtldi&d urJ der /Vera (Us tan msipbai) 



SuatsanetherigJceit (Scaai): 



Sits oder Wohnsicz (Staai): 



Name und AnSChrift {F^Fta^me, Vomnme; juriranAai Perta«rf« mflnauulf^ anificAe ae=ric«»i«y. Bader^chnftihddiePonidrjihlunddeTS^ 



Staacsangchikiglceu (Staat): 



Sic oder Wohnsitz (Scaat): 



| | Weiiere Amne 1 der sind auf eincm zosacdiclien FortseizungsbLatc angegeben. 



Fonnblair PCT/IPEA/401 (Fortsecungsblact) (Januar 199*; Nachdrock: Janusr 1998) Siehe Aumcrkun^en zu dies cm Anrrcgsformulur 
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BLatt Nr. 



Iatemadcriales AJciemeichen 
PCT/DE99/03517 



Feid Nr. LQ AiYWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLAiNSCHRIFT 



Die folsende Person Isc Anvalc Q gemeinsamer Vernr^r 

und (Xl ^ vom ( von d "> Anmeiden n) bereics friiher besteile *orden und ^erjin ihn toe) auch fur die inrernuionale vortfiufiec 
' Pruning. 

| [ xvird hiermit besielk: c:nc crwaige chifaere 3«5ic!]ting ernes Ajiwdcs/gerneinsamen Varcrece.T wird hicrnrn Lviderruren. 

□ *ird hicrmic zustaiich zu den bereics rniher bcstelltea Anwalt/gemeiasamcn V cr trecer. nor rur das Ve.-fahre.n v or der 
mic der internarionaien vorlaung=n Pruning bcaurcraaceri Behorde fcesrellt. 



N ami und Ans C hri ft: iFtumiiwiame. VtjrmimAi he* jar^ruchen Penonen voilsttLidi°e im tUvhc 3<rJC.i/iun 
Bet j>r AASchnn and die ?onU\rjid una dtr Homt acz 5t&& tui^iqebtn i 

SCHUI3LER, Andrea 
Truderinger Str. 246 

D-81825 Munchen 



Tcieronnr.; 



089/42724743 



Tsisrixnr.: 



089/42724749 



F^mschreibnr.: 



.) — I Dieses Kasrchca i$c aazukreuzen. wenn kein A*wa] t oder *eme insaroer Verrcer besiellc isi und sua dessen im obigen 
I ! Fe!d cine soezieile ZustellafiichrLrt angeaeben wird- 



FeJd Nr. IV ERKLaRUNG 3ETREFFEND ANDERUNGEN 



De.- 1 Anmddcr wtioschc. daB die mic der iriicrnauonaleri voriiiuriE^n Pnirung bcaariragw Ber,6rde~ 

[-71 die iacemaijoiiale voriamige Paining auf der Grundlage der intemauonaien Anmciduag in der urspriinglica 
l) I X| eingcr^ichtea Fassung aunumniL 

ii*] | | die .Anderungen aach Anikei }4 

[ | der Bescrireibung (Aaderungea lic?ea bei) 

( j der Anspniche (Anderungca licgrr. be:) 

[ j der Zeichnungen (Anderung^n liege n bef) 
berucksichtigL 



□ 



die beim Imemarionaicr) Btiro dnsercichtca Anderunzcn der ause niche nach Arfikel 19 beriicksichngL (Kapie Licgc 
be;). 



iv) j~| die Aaderungsa der Auspriiche oach Anikcl 19 aicht beructeichrigii sondem ab uberhoU ansieht. 
v, □ 

angekretic: werdsn. *enn die Frist nach Amlcel 19 noch nichi adgelaufer. isr.) 



den Bczinn der inrernanonaicri v 0r !a U 5 2 cn Frllning bis zum Afclauf von 20 m Monacen ab dem ^nOisdamm 
aufschiebc sotcm die Behorde aichc cine Kocie nach Arvktl 19 vragenonuncaer .Andeningco oaer cine ^ 
Anmcldcrs erhalL dai3 er kcine 5 olchcn Ai)dera 0 aen vornchnjea «nU (Regel 69.1 dl). /Z)i«« Aunr/wr/i ^7 



* Wcnn Swin Kastcheii an-ekreazt wird. wtrd mic der intemarionaJcn voriautigen PnifiiDg ant" dcr Grundlasetfcr intcrnauonaieri 
AnmeiduDH in der unoriinelich einaereichlea Fassunz bczormen: wenn eine Kopie der Aiiderungen der 
ArC^ 19 and/Oder ^iderunecn te inamationalea .AnmcJduns finch Arftel 34 &ci der mic der mternaaonaicn 
Pruning bcauftnizcen Behordi dngcht. bevor dicse mic der EisteUiug eines schrifdichca Besc!ie:ds oder ces mccrnaaonalo 
vorlnuiigen Priifungsbcrichcs begomien hat. wird jedoch die geandenc Fassung verwendct. 



Feid Nr. V BESTOWING VON STAATEN AJLS AUSGEWaHLTE 5TAATEN 



g| Der Anmeider beaennc aJs ausgewahlic Scaaien ailc auswahlbarca Staaren (das htifiu alU Swuitl die besrimmrwden 
und durch Kaptiel 11 des PCI jsbunden sind) ausgeaommeq — - — ~ " 



(Mochie dtr.iAmeldtr bestimmi* Staeten nichi ausw&Uen. sind die Namtn oder Z»eibuchsiabtn-G>dts diestruamen 
auf den obenstehinden ZeiUn anzu^eben.) 



Forrohlaa PCT/IPEA/iOi (Blan 1) (Januar 1994: Nachdruck Juli 1997) 



SUhe Anmert&ngen ^ diezem Animgsfonnulnr 
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aiatt Nr. 



[nternauonaJes Aktcnzeichcn 

PCT/DE99/03517 



Feld Nr. VI KONTRO LLISTE 



Dcm A.i era* licztn folgende Irnicriasen fiir die 2 wee ice der 
tfjiemationalen vorlHufisen Pniftjne cei: 



Anderunsen nach Ar.ikel 3- 




erhalten 


niche erhalLen 


Besch-eibung ; 


Blarter 


□ 


□ 


Anspniche 


Blaaer 


□ 


□ 


Ziichnuogen 


6lii£t±r 


□ 


□ 


Bes'eicschreiben den 




□ 




Anc^rungcn nach Arti^el 3^ : 


B lacier 


□ 


fCopie der Anderungcn nach Artike! !9 


Blimr 


a 


□ 


JCopie tiner ErfcJarun? nach Arti-<e! 1? 


Bitterer 


□ 


□ 


SanStiie \sinz*ln auffiihrZnl ; 


B litter 


□ 


□ 



Von dcr raic der inccmadon^Jcn voriaufisea Prlfune 
bsiiuftnsten B chords ltiszunilkn 



Dc-n Antrag liegen luiicrdem die nachstehsnd ansekreuz::^ Uncerlascn be:: 

1. Q unterseichnece «sondcrj: Vollmacht [xl Bbtr flir die GebUhreaberechnune 

2. Kopie de: allE=--neinen VoiJmachc 5. ion^cigt; r W/i-Wn oittfilhreM: 

3. [H BesrJnaang Sir das Fsnica der L'nw^chnri Scheck Nr. 5740 



Feid Nr. Vn UNTERSCHRITT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 



Oer 'Sam* leazr iwierzsxhiiendtn Person is: ne&in der Umgrscknp-J. witaarnoitn. und tS iST anztqtben, sofern lien ditl nichr wis dcm Amraj dr^wz. 
in weicher ii^sruchafi die Person unterzzichneL 

Munchen, 26. Mai 2000 



Dr. Andrea SchuQler 



Von der rnic der iiuerrjrionaien voriaungen Priiftin!! ijeaiiriragcsa Bchorde auzurullin 



I. Datum des tatsach lichen Ein*2n2S des ANTRAGS: 



2. Qelndercss Einsangsdarum des Ancrazs iuxgrund 
von BEKICHTTGUNGEN aach Regei 60.1. b): 



□ Eing^ngs dacum des Anrrags NACH Ablaut von 19 Monacen ab [ I 
Priorita^daoim; ?uixkx -I una Punier 5. unien. Snden fceiae Aaweadung. ' * 



Der Anmcldcr wurde 
eacsprechend 'jntcrrichte: 



4. Q Eingangsdaaim des Antrags INNEREALB 19 Menace ab Pnontatsdarum wczen Friscvcrlaageruoe nach Regcl SCU. 



5. I — i Eineaiasdacuindes Antral liegcaach Ablauf von 19 Moniaienab PrioricacsdacunL der verspficcteEingang israberaach 



□ Das ElnsaQssda 
Read 32 ENTS 



ENTSCHULDIGT. 



Vom Incernarionaiea Buro auszufuDen 



An crag v 0 m EPEA eriialcea our 



Formbian PCT/IPEA/*0I Oetzres BUtc) (Jamjar 1994: Nachdnick Juli 1997) 



Siehe Aiunerhmien zt diesem AniragsfoTmular 
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INTERNATIONALE ZUSAMMENARBETT AUF DEM 



miE INTERNATIONALE ZUSAMMENARE 
40EBIET DES PATENTWESENS ^ 



Absendfcf: 



MfT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRClFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

SCHuSSLER. Andrea 
HUBER & SCHuSSLER 
Patentanwafte 
Truderinger Strasse 246 
61B25 Munchen 
ALLEMAGNE 



Huber 



PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
IN TERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
ScfjuGler I PROFUNGSBERICHTS 

Patentanwpte | (Regei 71 .1 pct) 
2 Z JAN. 2 



'Absendedatd 
(Tag/Monat/iahr) 



19.01.2001 



K2747-sch/msl 


wichtkse rwrnmUNG 


Internationales Aktenzelchen 
PCT/DE99/03517 


Internationales Anmeldacbtum (Tag/MonatOahr) 
29/10/1999 


Priorttatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
29/10/1998 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM etal. 





1 . Dem Anmelder wird mrtgeteilt, daB ihm die mrt der intemationalen vorlaufigen Prtifung beauftragte Behorde 
hiermrt den zu der intemationalen Anmeldung erstellten intemationalen vorlaufigen Prufungsbericht. 
gegebenenfalls mit den dazugehCrigen Anlagen. Obermittelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wind - gegebenenfalls mrt den dazugehorigen Anlagen - dem Intemationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter Qbermittelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Obersetzung des Berichts (jedocfr 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt Qbermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (slehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 Obermittette Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Obersetzung der intemationalen Anmeldung zu ubermittelnrso muB diese 
Obersetzung auch Obersetzungen aller Anlagen zum intemationalen vorlaufigen PrOfungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direktzuzuleiten. 

Weitere Einzelherten zu den ma0gebenden Fristen und Erfordemissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrtft der ml t der Intomationalen PrOtung 


Bavoltmacndgler Bedlonsteter 






oeauftragien Behorde 




) 


— Europaisches Patentamt 


Pedersen, C 


- it 


0)M M029SMQnchen 


Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 5236S6 epmu d 








Fax +49 B9 2399 - 4465 


Tol. +49 89 2399-^06^ £ 





FormWatt PCT/1PEA/416 (Juli 1992) 
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PCT 

ANTRAG 

uci unicizciCnncLc Dcaniragi, Qod qic voriicgenac 
internationale Anmeldung nach dem Vertrag Qber die 
intemarionalc Zusamrncnarbeit auf dcm Gebiet des 
Patencwesens behandelt wird. 


Internationales Aktenzeichen 


Internationales Anmeldedatum 


Name des Anmetdeumts und "PCT International Application" 


Aktenzeichen des Anmelder? oder Anwalts (falls gewiinschr) 
(mux. 12 Zeichen) K 274? _ hu/msl 


Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

An das AAV-Kapsid bindender, den Zelltropismus verandernder Antikorper 
und Verf ahren zum gerichteten Gentransf er 


Feld Nr. n ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familminamc. Vomame: beijuristischcn Personen vollstundige amtlicke Bezeichnung. 
Bei dtr Anschrifi sind die Postteilzohl und der Name des SlUUlS unzugehen. Der in diesem Feld in der 
Anschrifi angegebem Staat ist der Slaat des St ties oder Wphnsitzes des Anmelders. sofem nachstehend fain 
Stem des Siizes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Deutsches Krebsforschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 

69120 Heidelberg 
DE 


1 1 Dicsc Person ist 
' — ' gleichzeiug Ertlnder 

Telefonnr: 
Tslefa^nr.: 
Frmschrcibnr.: 


SiflalsangehOrifikcii (Stam); 

DE 


SiK oder Wohnsitt (Siaat): 

DE 


Diese Person is! Anmelder i 1 aJle Bestim- nr~| allc Besrimmungssiantcn mit Ausnahmc | 1 nurdic Vcreinigten 1 1 die im Zusaizfcld 
filr folgendc Staalcn: | | mungsstaaien \ A | der Vcrcinigtcn Stouten von Amenta 1 1 Siaaren von Amerika L 1 mgcgcbcncn Scoalcn 


Feld Nr. HI WEITFRE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name tmd Anschrifi: (Fmniiienname. Vornaine; bei jurisdschen Personen vollsiandige amtliche Bezeiclvutng. 
Bei der Ansehrifi sind die Postleitzaht und der Name des Stacts anzugeben. Der in diesem Feld in dtr 
Ansehrifi an$egebene Stem ist der Staax des Siizes oder Wohiisiizes des Anmdders, sofern nachsiehtnd kein 
Sracii des Sines oder Wohnsirzes angegeben ist.) 

KLEINSCHMIDT, Jurgen 
Weihwiesenweg 5 

69245 Bammentai 
DE 


Dicse Person ist: 
| | nur Anmclder 

Anmelder und Erfindcr 

I 1 nur Erfinder (Wird dieses K&sichen 
1 — 1 angekreuu, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht wtig.) 


Staatsangehongkeit (Staat); 

DE 


Siu Oder Wohnsilz (Staat): 

DE 


Dicsc Person isc Anmclder i i aUc Bcslim- 1 | alk Bestimmun^Maalen mil Ausnahme -fyH nur die v cr cinigten 1 1 die im Zusacrfcld 

fur folgende Staaien: | | munpsstoaten | | der Vcrcinigicn Staaian \^on AtneHka l A 1 Seamen von Amerifcu 1 1 angegebenen Sizuicen 


| | Weitere Anmclder und/odcr (wcitcrc) Erfindcr sind auf cinem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANW'ALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestcllc/ist bestelit worden, um fiir den (die) Anmelder nr"| A . r~| gemeinsajner 
vor den zustandigen imemaiionalen Behorden in fol gender Eigenschafi zu handcln nls: 1 | An wait | | Y enfeter 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname: bei jurisiisehen Personen vollsiandige amiliche 
Beztichnune. Bei der Anschrift sind die Poslleitzahl und der Name des Stoats 
anzugeben.) 

HUBER. Bernard HUBER & SCHUSSLER 
Truderinger Str. 246 Ratentanwalte ■ Patent Attorneys 

•Bofleringcr Strafe 246*61825 MQnchcn 
81825 Munchen Tel. 089/42 72 47 4S-Fax0S9/4272 47 4<j 


Telefonnr.: 

089/42724748 

Telcfaxnr.: 

089/42724749 

Fcmschrcibnr.: 


1 1 Zustellanschhrt: Dieses Kastchcn ist anzukreuien, wenn kcin Anwalt oder gemcinsamer Vcrtrctcr bcstcllt isc und siatt dessen im 
1 — 1 obigen Feld eine spezielle ZusteJlanschrift angegeben isl 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 1) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) Sieha Anmerkungen zu diesem Anrragsformuhr 
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Blatt Nr. 



Fortsetzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (VVEITERE) ERFINDER 


Wird kernes derfolgenden F elder be nutzt} so satire dieses Blalt dem Antrag nicht beigejugt werden. 


Name and Anschrift; (Famiiiennnme, Vorname: beijuristischen Penonen vollsuwdige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und Her Name des Stoats anzugeben. Der in diesem feld in der 
Anschrift angesebene Stoat ist der Stoat des Siizes odtr Woluvitzes des Anmelders. sofem nachsiehend ktin 
Siaai des Sines odtr Wohtuitzes angc%cbtn ist.) 

WOBUS, Christiane 
Heidelberger Str. 34 

69126 Heidelberg 
DE 


Diese Person i$c: 
| | nur Anmelder 

I X| Anmelder und Erfinder 

V~ I nur Erfinder (WW dieses Kastchen 
1— I angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


StaaisangehGrigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat); 

DE 


Diese Person ist Anmelder Bestim- | ] qMc Bestimmungssfciaten mit Ausnahme PTTI nurdic Vereinigtcn f 1 d\e rm Zwutzfeld 
rurfblgcndc Swaico: | | munfisstaatcn I ) der Verciniglcn Sinatcn von Amcrika 1 A 1 Staaien von America 1 1 mgcctebcncn Staarcn 


Name und Anschrift; ( Familitnname. Vorname: beijuristischen Penonen vollsiandige amtticlie Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl una der Nome des Stoats anzugeben, Der in diesem Feld in der 
Anschrift angesebene Stoat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsirzes des Anmelders. softrn nachsiehend kein 
Stoat des Sitzes oder Wohnsitzss angegeben ist.) 

KERN, Andrea 

Auf der Spreit 25 

74930 Ittlingen 
DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| X | Anmelder und Erfinder 

| 1 nur Erfinder (Wird dieses Kilstchen 
1 — ' angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben aichl natie.) 


Staatsangchorigkcit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staai): 

DE 


Dicsc Person ist Anmelder i i a || c Bcstim- | | alls BwslimmunEssUaten mit Ausnahmc 1 | nurdic Vcrcinigrcn 1 1 die im Zusntcisld 
fur folgcnde Siaaicn: LJ mungssiaaien 1 I der Vcreinigien Suaten von Amerika 1 J Siaaien von Amerikn 1 1 angegebenen Suraien 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname: beijuristischen PerSOnen volhlandige amtlkhe Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die PostUitzahl und der Name des Staals anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift ongegebene Staat isi der Statu des Sitzes oder Wolinsitzes des Anmelders, sofem nachsiehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzts angegeben ist.) 


Dicsc Person isl: 
| ] nur Anmelder 

| 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1— 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notis-i 


SuiaLsan^ehori^kcit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder I— | Bcstim- 1 ] iillc BcslimmunEsstaulcn mil Ausnahmc 1 1 nur die Vcrcinigtcn 1 1 die im Zusausfeld 
fUr folgende Staaten: | | mungssiaaien L 1 der Vereinigien Siaaten von Amerika | | Scnaren von Amerika | | ;mgcgehcncn Staatsn 


Name und Anschrift; [Familienname. Vorname: beijuristischen Personcn vollstandiee amtlidie Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Steals anzueeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift ange»ebene Staat hi der Staat des Sitzes oder Wohnsitzts des Anmelders. sofem nachsiehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

| | nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1— J angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angabin nicllt ndtig.) 


Staatsanoehdrigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Dicsc Person isl Anmelder i— i aI | c Bcstim- | 1 alle Bcstlmmungwoaaten mil Ausnnhmc I - 1 nurdic Vcrcinigtcn die im ZusatzfeUl 
ftlr folgcndc Suaccn: 1 1 mung&jaiiien 1 1 der Vereinigtcn Staaxcn von Amcrika 1 1 Scot en von Amerilca 1 1 angegebencn Sum en 


| | Wcitcre Ajimelder und/oder (weicere) Erfinder sind auf einem zusiiizlichcn Fottsetzungsblart angegeben. 
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Blait Nr. 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Di= fokenden BeiUrmrune::i nach Res^l 4 9 Absau a -vcrden hiermit vcrgenonimen tb'utc He twspmhtndcn Kasichen ankreuzsn: vteniptna tin Zaaehen 
ResionaJes Parem 

2| AP AKIPO-Pacent: GH Ghana. GiM Gambia. KE Kcnia. LS Lesotho. MW Malawi. SD Sudan. SZ Swaziland 
OG Uganda. ZW Simbabwe und jeder --veiturc Swat, dcr Vertragsstaat des Harare-PrctokoLk und d=s PCT tsc 

(2 EA Eurasisches Parent: AM Annenifiii. AZ A^rfaaidschan. BY Belarus. KG EGrgisistaa. K2 Kasachitan, .MP Republik 
Moldau, RU Russische Federation. TJ Tadschikistan TM Turkmenistan und jeder wcitere Staat. dcr Vertra-isstaat flea 
Eurasischen Patcmubercinkommen.s und -.}*:< PCT \<\ 

g] £P Europiijschei Patent: AT Ostcrrcxh. BE Belgien. CH und LI Schwciz und Liechtenstein. O Zypem. 

D E Dcu isch land. DK Dane mark. ESSp anion, n Finn J and. FR Fran kr^ich. GB Vereinigtes Kdniereich. GRG':^' He n land. \ 
IE Irland. IT Italic n. Lb" Luxemburg. MC Monaco. NL Niederlande. PT Portugal. SETSchweden undjejiru'eirere Siaar. I 
dcr Vcrcragsstaat des Europaischen Parenriiberemkommens und des PCT ist " I 

(2 OA OAPl-Patent: BF Burkina Faso. BJ Benin. CFZtfnmlaJnfcinische Republik. CG Kon*o. CTCoted" [voire. C> I Kiwnn.^ \J^/ 
GA Gabun. GN Guinea. ML Mali, MR Maureianien. NE Nicer. SN Senegal. TD Yschad. TG To^u und jedc: -A^tcre 
5 taut, dcr VenTausMsat dcr OAPr und des PCT \$i ifhib sine aitdtrt Srhuizrexhrsan odcr tin sonsn$es Veiiiutren wvnsc'.i -v.ra. :*int 
oaf der wpimkiertn Lime jnuebtnt 

Nationals Patent \faih tins anritre Sdiwzreausan Mif <U\ »*nnvits Vcriaiutn vrit-uW/i; wini. bint mf der ^epunktean Lime jnqc'ient: 



a 

a 

El 

s 

m 
s 
D 

a 

0 
0 
H 

a 



AL Albanian (2 UJ Lesotho . . . 

H LT Litaucn 

0 Lli Lu.temburj 

H LV Leuland 

(2 

a 

El 



AM Armenien 

AT Ostcrrcich 

Australicn 

A^.rbaidsehan 
3osnien-f^rzegouina . . . 
Barbados 

Buigancn 

Brasilien 

Belarus 

Kanada 

CH und LI Sehwei2 und Liechtensr: 

CN China 

Kuba t . . . 

T^chcchische Republik O 

Deutschland 0 

Danemark f3 

Esdand 0 

Spanien 21 

Finnland O 

VereinigtcS Konigrcich 21 

Georgian J3 

Ghana (2 



AU 
A2 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



cu 
cz 

DE 
DK 
EE 
ES 
FT 
GB 
GE 
GH 



0 

EJ 
E 



MD Republik Moldau 

.VI G Madagaskar 

MK Die ehemalige jugo.<;lawi$che Ripublik 

Ma2edonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

Ncusccland 

Polen 

Portugal 

Rumiinien 

Russische Fbderarion 

Sudan 



GM Gambia 



0 

0 
13 
0 

a 
a 



n ■ r m i H 

HR Kroaden j2 

HL' Uneam (2 

ID Indonesieo jg] 

IL Israel 0 

IS Island - g] 

JP Japan 

KE Kenia H 

KG Kiinsiscan H' 

KP Demokraiischi: v 0 |ksrcpublik Korea E) 

EJ 



NZ 
PL 
PT 
RO 
RU 
SD 

SE Schwcden 
5G Singapur 

SI Slo^enien 

SK Slowakci 

5L Sierra Leone 

TJ Tadschikiscan 

TM Turkmenistan 

TR Tiirkci 

TT Trinidad und Tobago 

L'A Ukraine 

L"G L'ganda 

US v'ereinisce Staaten von Amerika 



UZ 
VN 
YV 



Usbekistan 
Viemam . . . 
Jueoslawien 



ZW Simbabwe 



KR Republik Ftorea Kiisichen rdr die Bestimmune von Staaten (fur die Zwccke eines 

KZ Kasachstan nationalcn Patents), die dern PCT nach der Ven5ffendichung 

LC Saint Lucia dieses Formblarcs beigeoeten sind: 

r t- t- - t . Indien 

LK. Sn Lanka g] 

LR Liberia gj Grenada _ 



ErkJamng bzgl. vorsorglither Bescimmuns;en: Zusaczlich m deo oben ienanntea Bescimmungen nimmt der Antneldcf nach 
Rcgel 4.9 Absatt b auch alle andcren nac.1 dem PCT a»l^issigcn Besrimraungen vor mit Aasnahxnc dcr im Zusaizfeld genanntfin 
Btsiimmungen. die von dieser Erklarung ausgenommen sind." Dcr Anroelder erkJart. daB diese ius3t2lichcn Bcstimmungcn unter 
c?cm Vorbehklt einer Bestiitigun^ stehen undjede zusatzlichc Besrimmung. die vor Ablauf von 15 Monatcn ab dem Priorititsdanjm ' 
nicht bescirigt wurdc. nach^Ablauf dicser Frist als vom Anmcider zuruckgenommcn gilt. (Die Bestdiigimz einer Besrimmung 
erfolgr durch die Elnreichung liner Muteilung. in der diese Besrimmung ange^eben vir£ und die Zahlung der Besrimmun^s- und 
der Bestdrigungsgebtihr. Die Besidti%un$ muii beim Anmeldeomt innerhalb der Frisi von 15 Monmen tin^then-) 



Formblan PCI7RO/101 {Blatr 2) (JuLi 1998) 
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Feld Nr. Vi ' PfUORITATSANSPRUCH 



D Wcilcrc Prioritatsanspniche sind im Zusatzfeld angegeben. 



Anmeldedatum 
der frtiheren Anmcldung 
(Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzcichen 
dcr friihcren Anmcldung 



1st die fruhere Anmcldung cine: 



nationalc Anmcldung; 
SLaai 



regional e Anmeldung:* 
regional es Amt 



internarionak Anmeldung 
Anmcldeamt 



Zcilc(l) 

29. Oktober 1998 
(29.10.98 



198 49 643.5 



DE 



Zcilc (2) 



Zeile (3) 



[ X| Das Anmeldeami wjrd ersuchl. cine beglaubigte Abschrift der oben in der (den) Zeile(n) ™ 

*~ i bsrcichnctcn f run ere n Anmeldung(en) zu crstcllcn und dem inicmationalcn BOro zu Ubcrmincln (nur falls die friihere Anmeldungfcn) bei 
dem Amt eingereidu wordeat isi(sind), das ftir die Zwecke dieses in re mat i una I 'en Anmcldung Anmeldeamt ist) 

* falls es sich bei dcr friihcren Anmeldung urn eine ARfPO-Anmefduiig liundelr, sn mufl in dent Zusatzftld mindessens ein Staas'arigegeben werden. dcr 
Mhgliedsiaar der Pariser Verbandsilbereinkutift cum Srhmz des geivrrblichcn Eigen turns hr und fur rUn die friihere Anmeldung ebxgereichs wurde. 



Feld Nr. vn INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wuhl der international en Rcchcrchcnbchdrdc (ISA) 

(falls zwr" odcr mehr als zvy« mtemaiionale Recherchen- 
behOrden filr die AusfUhrung der Internationale n Recherche 
zusrdndig sind. geben Sie die von fluten ecwiililte Bchtirdc an: 
dttr Zweibuctisrabai-Code kann benutzt werden): 

ISA / EPA 



Anirog aaf Nulzung dcr Ergebnisse eincr friiheren Recherche; Beznjjnahme auf diese 
friihere Recherche (Jallx eine Jriihere Recherche bei der iniernatiundten Recherchtnbefwrde 
heaniragi uder von ihr durvh^sfiihn warden ist): 



Datum (Tag/Monar/Jahr) 



Akienzeichen 



Staat (ode r regional cs Amf) 



FeldNr.vm KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese intemadonale Anmeldung entMlt 
die folgcndc Anzahl von Blattern; 



Antrag 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil) 

Anspriiche 

Zusammenfassung 

Zeichnungen 

Sequenzprotokollleil 
der Beschreibung 

Blattzahl insgesamt 



4 
20 

12 
1 



40 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unicrlagen bei: 

1. (3 Blau ftir die Gebubrcnbercchnung 

2. Q Gesonderte unterzeichnete Vollmucht 

3. □ Kopie der all^emeinen Vollmacht; Aktenieichen (falls vorhanden): 

4. Q Begriindung fur das Fchlcn cincr UnterSchrift 

5. □ Priori[ai$beleg(e), in Feld Nr. VT durch 

folgendc Zcilcnnummcr gckcnnzcichnet: 

6. □ Obersetzung der intcmaiionalcn Anmcldung in die folgende Sprache: 

7. Q Gesonderte Angabcn zu hintcrlcgien Mikroorganismen oderanderem biologischen Material 
S. □ Proiokoll dcr Nuclcotid- und/odcr Aminosaurcsequenzen in computerlesbarer Form 
9. t3 Sonstigc (einsetn ouffiihren); Scheck, Kop . f . Priobel . 



Abbildung der Zeichnungen, die 
mit der Zusammenfassune 
veroffenclichf werden solffNr.): 


Sprache. in der die 

intemationnJc Anmcldunc HeutSCh 
cinsereicht wird: 


FeJd Nr. DC A TENTERS CHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 




nterzeichnenden Person istneben der Unrerschriftzu wiederixolen. und es istanzugeben* sofemsich dies nichi eindeuzig 
m rgibr t in wetcher Eigenschafi die Person unierzeichnet. 

(Jen 28. Qktober 1999 



1. Datum des latsiichlichcn Eingangs dicscr 
interna tionalcn Anmeldung: 


2. Zeichnungen 
1 — 1 ctngc- 
1 1 gangen: 

1 — 1 nichrein- 
1 1 gegflogen: 


3. GeSndcrtes Eingnngsdarum aufgrund nachtra^Iich. jedoch 
fnstgerecht eineegangener Untcrlagcn odcr Zeichnungen 
zur Vcrvollsiandigung dieser international en Anmeldung: 


4. Datum des fristgerecbtcn Eingangs dcr angefordcrten 
Richtigstcllungcn nach Artikel 1 1(2) PCT: 


5. Internationale Recherchenbehordc 

(falls zwei odcr mehr zusidndig sind): li>A / 


6. 1 I Obermittluno des Rechcrchcncxcmplars bis zur 
I — 1 Zahlung der Rcchcrchcngcbuhr aufgeschoben 




Datum des Eingangs des AJctcnexemplars 
beim Internationalen Btlro: 



FonnblatiPCT/RO/10L(lctztcsBlart)(Juli 1998: Nachdnjck Juli 1999) 



Siehe Anmerkungen ;w diesem Antragsformular 
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VERTRAG OBEWlE INTERNATIONALE ZUSAMMEI^PBEIT 

AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



r 



Absender; 



ANMELDEAMT 

wie untcn angegeben 



Qber den Eingang von Unterlagen 
it/ 11 MfkU lQ95 er vcrgebiichen internationalen Anmeldung 
Jruffcri*\3t' >Tf* ■ 1 " UYl 1 g em a B |) C T Verwltungsrichtlinien Abschnin 301 



Ertec. 



| Na me und Anschrift o*s An waits, falls kain Anwah, de& Anmalders | 



ABSENDEDATUNI bolm Anroeideamt 

08, ftov. issg 



AKTENZEICHEN DES ANMELDEfiS ODER ANWALTS 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 

ri CT/DE 9S / 035 1 



KENNZE1CHNUNG DER VORGEBLICHEN INTERNATIONALEN ANMELDUNG 



Bezeichnung der Erfindung 

/U U*j AA^-H*?*'"* bust**", 



Anmelder (Name) 



MITTEILUNG 

Hiermit wird dem Anmelder mitgeteilt, daQ beim Anmeldeamt am 

1 1 Okt. J993 



(Einjsnsiaatum der Untcrlajon) 

Unterlagen eingegangen sind, die eine "Internationale Anmeldung darstellen sollen. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen. daR die* Unterlagen vom Anmeldeamt in Bezug auf die Erforderniae von 
Artikel 1 1 Absatz 1. d.h. auf ihre Obereirstimmung mix den Erfordernissen fur die Zuerkennung des internationa- 
len Anmeldedatums. noch nicht gepruft worden sind. - 

Den Unterlagen in vorlaufig da, oban angegebene Internationale Aktenzeichen zugewiesen warden. Der Anmelder 
wird hiermit aufgefordert, im Schriftverkehr mit dem Anmeldeamt auf dieses Aktenzeichen Bezug zu nehmen. 



DAS ANMELDEAMT _ 


Name und Poslanscbrift des Anmcldcamts 

DEUTSCHES PATENT- UND MARKENAMT 
80297 MUnchen 

TcJcfaxnr.(0 89)2! 95-22 21 


Bevollmachligter Bediensteter 



Tclcfonnr. (0 89) 21 95 J^Hp 



FormblanPCT/RO/125 
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VERTRAG lA DIE INTERNATIONALE ZUSAMiAaRBEIT 
AOTOEM GEBIET DES PATENTWESEI^t 



Absenden INTERNATIONALE RECHERCKENBEHdRDE 



An 

HUBER &-SCHQSSLER 

r oLen uanWo 1 te \ 
z.H. HUBER, Bernard [ 
Truderinger Strasse 246 
81825 Munchen 

GERMANY j 

i 

i 


MITTEILUNG UBER DIE U9ERMITTLUNG DES 
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Absendedatum 

(TtgMonat/Jahr) 08/05/2000 " 


Aktanzeichen des Anmelders oder Anwalts 

K 2747 - hu/msl 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichsn 
PCT/DE 99/03517 


Internationales Anmeldedatum 

(T ug/Monat/Jahr) 29/10/1 999 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al . 



1 - 5] Dem Anmelder wird mitgeteitt, dafi der Internationale Hecherchenbericht erstellt mjrde und ihm hiermit Qbermlttert wlrd. 
Einrelchung von Anderungen und alnor EridSrung nach Artokel 19: 

Der Anmslder kann auf eigenen Wunsch die AnsprOche der intemationalen Anmefdung andern (siehe Hegel 46): 

Bis wann sind Anderungen elnzureichen? 

Die Frjst zur Einrelchung solcher Anderungen betragt Elbllcherwelse zwel Monate ab der Ubermittlung des 
intern ationaJen flecherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Seiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungon elnzureichen? 

Unmrttelbar beim International en BOro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes CH-121 1 Genr20 
Telefaxnr.; {41-22) 740.14.35 

N£here Hinwetse sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Q Dem Anmelder wird mltgeteilt, daR kein internatlonaler Recherchenbericht erstellt wlrd und dafi ihm hiermit die ErWSrung nach 
Artlkel I7(2)a) uberrnitteitwird. 



□ 



Hlnsichtlich des Wlderspruchs gegen die Entrlchtung elner zusatzlichen GebGhr (zus&tzlicher GebOhren) nach Rece! 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt daO 

j I der Wlderspruch und die Entscheldung hieruber zusammen mltseinem Arrtrag auf Ubermittlung des Wortlauissowohl des 
1 — Widerspruchs ais auch der Entscheiduno hieruber an die Bestimrnungsamter dem intemationalen BOro ubermittelt worden 
sind. 



I I noch keine Entscheidung uber den Widerspruch voriiegt; der Anmelder wird benachrlchtigr, sobald eine Entscheidung 
1 — 1 getroffen wurde. 

4. Weiteres Vorgehon: Der Anmelder wird auf foigendes a'ufmerksam gemacht * " — 

Kurz nach Ablauf von 19 Mo n a ten seit dem Prioritatsdatum wlrd die Internationale Anmeldung vom InternationaJen Euro vercnenr- 
licht. WjHder Anmelder die Veroffendichung verhindern Oder auf einen spateren Zeltpunkt verschieben, so mu3 gema\B Regel 90 ^ 
brw. 90H3 vor AbschluG der technischen Vorbereitungen tOr die Internationale Veroffentlichung sine Erk&rung uber die Zurucknah- 
me der inter national en Anmeldung oder des Priorita'tsanspruchs behrn Intemationalen BOro eingehen. 

innerhaJb von 19 Monaten salt dem Prioritatsdatum ist eln Antrag auf Internationale voridufige PrQfung^einzuraichen, wenn der 
Anmelder den Sntritt in die nationala Phase bis zu 30 Monaten seit dam Prioritatsdatum (in manchen Amtem sogar noch linger) 
verschieben mochte. 

Innarhalb von 20 Monaten selr dem Prioritatsdatum muG der Anmelder die fur den Eintrrn in die nationala Phase vorgeschnebenen 
Handlungen vor aJlan Bestimmungsamtern vornehmen. die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum In der 
Anmeldung oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahlt wurden oder nicht ausgewdhlt werden konnten da fOr sie 
Kaprtel II des Ventages nicht verbindlich ist. 





Name und Postanschrlft der InternationaJen Recherche nbe horde 

Europaisches Patentamt. P.B. 5816 Palentlaan 2 
Jt\ NL-2280 HV Rijswyk 
, Wfl Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax; (+3^70) 340-3016 


Bevollmdchtigter Bediensteter 

Nina Vercio 
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ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/1SA/220 



Diese Anmefkungen aollen grundlegende Hinweiae zur Bnraichung von Andarurtgen gem 38 Artikel 1 9 geben . D re sen Arimerkungen 
liegen die Erfordernieee dea Verlraga ubor die intemdionalo Zueammena/bett auf dem Gebiat d©3 Paten tweeena (PCT), der Auafuhnjnga- 
ordnung und der VeTWaftungerichtllnien zu dies em Vortrag zugrunde. Bei Abweichungen 2wbchen cfieaon Anmerltungon und 
obengenarmten Tartan Bind Istztere maBgebend. Nflhere Einzelheiten aind dem PCT-Leitfaden fur Anmetder, diner Verflffenflichung der 
WlPO, zu erdriehrnen. 

Die in dieaon AnmenVungen vonwendeten Begriff© 'ArtikeT, "Roger und 'Abschnitt* beziehen sioh jeweila auf die Beatrrnrruingen das 
PCT-Vertraga, der PCT-Auafuhrungsordnung bzw. der PC T-Verw»aJhj rig ajicfrtfini en. 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTTKEL 19 

IMach Ertiait dea intemationalen Reeberchenbericht* hat der Anmeldar die Moglichkait, einmal die AnaprOche doc intemationaJen 
Anmaldung zu an dem. Ee tat jedoch zu betonen, daB, da alia Tails der inlernationaJen Anmeidung (AnaprOche, Beachretbung und 
Zeichnunpen) *atirend ctes Intemalionaten voriaufigen PrOfungavsrfahrena ge&ndert warden konnen, normaJenvebe keine Notwendigkeif 
bestaht, Andemngan der Armprucbe naeh Artikel 1 9 Brnzurelcrren, auGerwenn der An/no fder z.B. zum Zweoka elnaa voriaufigen 
Sehutzea die VeroffentHchung aleeer Anaprucbe wunacht oder ein anderer Grund fQr sin© Anderung der Anapruche vor irtrer intemationa- 
len Verflffentfichung voriiegt. WefterNn bt zu beaohten, daB ein vorlsufigor Sehutz nur in einigen Staaten erhaltlich cat, 

Welch* Telle der Intemauofialen AfimoJdung Konnen goandort werdcn? 

fm Rahman von Artikel 19 konnen nur die Anapruche ge&ndert werdon, 

In der intemationalen Phase kfinnen die AnaprOche auch naeh ArtikaJ 34 vor der met der intemationalen *or1au flgen Prufung be auf- 
tragten Behdrde ge finds rt (oder noohmala geandert) werdon. Die Beachrelbung und da Zetohnungen konnen nur naoh Artikel 34 
vor der mit der intemationaJon vorUuhgen Prufung beauftragten Behfirde geandert warden. 

Beim Eintritt in die notion ale Phase konnen afle Taile der intern atlonaJ en Anmeidung naeh Artikel 28 oder gegebenanfalb Artikel 
41 geAndertwerden. 

Bis wann slnd Anderungen euizuretehen? 

Innerfialb von n*ei Monaien ab der Obermrttlung des irttomalionalen Racharchenberichts oder innerhalb von aeohzehn Monaten ab 
dem PrionHdtadatum, je nachdem, welche Frbl apater abJftuft. Die An da run gen gotten jedooh ola reohtzeitig eingereicrft, wenn aio 
dem Internationale n BOro nach AbJauf der maSgebendan Frst, aber nocri vor AbschluB dertechnischen V/arbereitungen fQr cfie 
intemationala Verfiffenttichung (Rage! 46.1) zugohen. 

Wo slnd die Anderungen nlcht einzureicheri? 

Dia Anderungen konnen nur beim International en 50ro v nicht aber beim Anmeldeamt oder der Intemationalen Reoharchenbehdrde 
eingereiciH werdan (Regal 46.2). 

Fails ein Antrog auf intema1>orteJe voddufige PrCfung ecngereicht wurdeAwird. aiehe unten. 

»/ 

In wefcher Form kdnnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann ertolgen duroh Straiohung oinea oder mBhreref ganzer AnaprQche, durch HinzufQgung einea oder mahrerer 
neuer Artaprucfie oder durch Anderung dee WortJauta ainea oder mehrerer Anapruche In der dnp^reicrften Fasaung. 

FQrjedea Anaprucrreblatt, daa aich aufgrund etner oder mahrerer Anderungen von dem uraprOnglich eingeraiehten Blatt 
unteracheidet, iet ein EraatzblaD einzureichen. 

Alte ArtsprOche, die aut einem EraatzbTatt erscheinen, aind mit arabiachon Zlffom zu numerieren. Wird oln Anapruch go at rich en, ao 
brsucnen, die anderen AnaprOche nicht neu numsrlert zu werdan. Im FaD einer Neunumerierung aind (Je AnaprOche flortlaijfend zu 
numerieren (Verwaltungarichtfinien, Abschnctl 205 b}). 

Die Anderungen aind In der Soracfie ebzufasaan, In der dletaterrratlonai* Anmeidung verofremUcht wlrd. 

Welche UnterUgen aind don Anderungen betzufagen? " ' 

BegMUchreiben (AbectinJtt 205 b)): 
Die Anderungen aind mit einem Begleitachreiben ainzureichen. 

Oas BegfeitBchreiben wird nicht zuaammen mit dor into motion a! en Anmaldung und den geanderten Anspnjchan veroffentiicht. Ea 
iat nioht 2u verwechaatn mit der "ErWarung naoh Artikel 1 9(1 )' (alehe unten, "EfWSrung naeh Artikel 1 9 (1 )*). 

Daa BegtettachrHben lat naeh Ward dee AnmaMera In engtUcher oder franzdslacher Sprache afozufaaaea Bel engtlachaprv- 
chlgan Intemationalen Anmeldungen lat das Begleltachretben aber ebenfalla In eftgllscher, bel franzoalactiaprachlgon Inter- 
natlonalen Anmetdungen In franzoslscherSpracheabzufassen. 
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ANMERKUNSEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortsetzuffg) 



lm Beglertsohroiben aind die Urtterschiede zwiacben den AnaprOchen in dor eingereichten Fasaung und dan gednderten AnsprOchgn 
anzugeben. So cat insbeaondere zu jedem Anspruch in der intern otion a len Anmeldung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 
verschiedenen AnaprQchen kOrren zusarn mange faBt werden), ob 

i) dor Anspruch unvarandsrt bt; 

v) dor Anspruch geatrichen worden ist; 

iii) der Anspruch neu et; 

iv) dor Anspruch einen oder men rare AnaprQohe in der einoereichten Faasung erseUt; 

v) dor Artapruch auf die TeOung sines Anepruoha in dor etngereichten Fasaung zuruokzufuhren tat. 



lm fotgenden slnd Bolspleto angegeben, Wle Anderungen lm Bagldtchrelben zu erlautern sfnd: 

1. [Wenn armtoffe von ursprungBch 48 AnaprOchen naoh der Anoarung einiger AnsprOohe 51 AnaprOche extatiaren]: 

'Die Artapruch* 1 bis 29, 31 , 32, 34, 35, 37 kh 4$ warden durch geandeite Ansprijche g letch er Nu merle rung ersetzt, AraprOcha 
30, 33 and 36 imverandert; roue AnaprOche 49 bis 51 hinzuoefugt,'' 

2. [Wenn artatelte won unjprungRch 1 S Anaprdchan nach dor Anderung a liar AnsprOoha 1 1 AnaprOche axattaTan): 
"Ge&ndcrte Artapruche 1 bra 1 1 treten an die Steffe dar Aroprticho 1 bb 15." 

3. (Wann ureprungBoh 1 4 AnaprQcho atoatiertao und die Anderungan darin baste hen, da A ernige AnaprCche geetrichjen warden und 
neue Anspruche hinzugafOgt wardenl: 

AnaprOoha 1 b*» 6 Und 1 4 unverandart; AnnprOche 7 bb 13 geatriehen; naue AnaprOche 15, 1 6 und 1 7 hinzugofQflfOdof - An- 
»pruc*» 7 bis 13 geatrionan, naua Ansprucha 16, 16 und 1 7 hiruugafugl; alio Obrigon AnaprOcha unv^nlndart/ 

4. (Wonn verechiedene Aitan von Anctorungen durchgeMhrt warden]: 

"Armproch© 1-10 unverandert; AnaprOoho 11 bit 13, 13 und 19 gestricrwn; Antprtlcho 14, 15 und 16 durch floAndsrten An- 
spruch 14 eneizl; Anspruch 17 in geanderto Artapruch© 15, 16 und 17 unterteill; noua Anapfuohoi 20 und 21 htnzugordtff 



"ErW4rurrg nach ArtlM 19(1)- (Rag* 

Don And* rung an kanri etna Eridarung beigefugt warden, mtt der die Anderungen «MAutort und ihra Auawirkungen auf tie 
Beecnnaibung und die Zeichnungan dargelagt word an (die merit nach. Artjkel 19 (1 ) goAndort wordon ten nan). 

Dio Eridaxung wirtJ zusammon mit der intemalionaJen Anmetdung und dan geartderten Anspruehen varAffenttiehi. 
51a lat (n der Sp niche abzufoaaen, hi dor die Intem&tionaton Anmeldung verdffbfrtllcht wlrd. 

Sia mufl kurr gehaiten ae>n und darf, wann in angliacher Sprache abgefaBt odar ins Engfach© uberaetzt, nicht mehr aJa 500 
Wddar umfaaaen 

Die Erklarung tat nicht zu verwachseln nrrit dam Beglertschraiben, das auf tie Unterachiede zwiachen den Anspruehen in der 
eingereiohten Faaaung und den geandertan Anapruchan hJnweist, und eraebrt letztores nicht Sis isi auf einam geaonc^rtan Blalt 
©Inzuraichen und in dar Cborachnft aia eolcho zu kennzoichnan, verruga weise mit den Worten 'ErW&rung naoh Artikel 19 - 

Die ErWArung dart ketne herabsotzendan AuBarungen Qber dan Internrtfonaten Rechort^nboricht o<ter dte» Be<teutung von in dam 
Baricht angefOhrtan Vereffanttichungen anthatton. Sie darf auf im intomaiionaJan Rach^rcnanbarioht angefuhrto Varuffantliohun- 
gen, <±e aich auf einen bestimmtan Artapruch bBiiehen, nur im Zusammanhang mit einar Anderung diea^a Anaprucha Bezug 
nehman. 



AuawlnXungeri einea banvtts gestefften Antraga auf lMomatlonafevori5uflge PrOtung 

let sum Zeitpunkt dor Einr^ichung von Anderungon nach Artiksf 19 bereits a in Antrag auf intsmationaJa vcrlaufiga Pnlfung 
gaatellt worden, ao aollta dar Anmeldar in aeinem Intaresae gloichzeitig mit der Bnreichung dar Andarungan boim Internal ion aian 
BOro auch sine Kopie dor Anderungen bei dar rnitder intamationalan \rorlauHgen Prufung beauftragen Bah^rde einroiohefl (stern 
Regef 62.2 a), oraler Satz). 

Auawlrfcungaft von Anderungen hlnaJcfctften der Qboraetzxing derintemauonaJen Anmetdung balm Elntrttt In die 
nail on ale phase 

Oer Anmeldar wird dar auf hinge wiesen, daS bei Eirrtritt ai c£a nation ale Phaae mdgficharweise anstalt Oder zuaatzlich Zu dar Ober- 
aotzung der Anapruohe in der erngeretchtan Faasung aina Oboraatzung der nach Artikol 19 geandertan AnsprOcha an de 
beatimmten/ausgewahltan Amtor zu flbermitteln iai. 

Nahera Ein«e[heitan Qber die ErfDrdarnrase jedaa bsstimmten/auaga wfthtten Amta aind Band II dea PCT-LerHadona fur AnmeJder 
zu entnehmon. 
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VERTRAG dH^t DIE INTERNATIONALE ZUSAMI^BARBEIT 

AUTOEM GEBIET DES PATENTWESEr 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzelchen das An m elders oder Anwatts 

K 2747 - hu/msl 


WEITERES s ' ehe Mitteilung Ober die Obefmitttung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblart PCT/iSA/220) sowie, eoweit 
VORGEHEN zutretfend. nachstehender Punkt 5 


Internationales Akienzeichen 

PCT/DE 99/03517 


Internationales Anmetdedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

29/10/1999 


(Frflhestes) Priori tatsdalum (Tag/Monat/Jahr) 

29/10/1998 


An me Ids r 

OEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al . 



DIeserintemationaJe Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstelft und wlrd dem Anm elder gem&n 
Artikel 18 ubermlttert. Eine Kopie wlrd dem Internationalen Buro ubermittelt 

Dieser intemationale Recherchenbericht umfaBl Insgasamt _3 Blatter. 

[X] Oariber hinaus fiegt ihm jeweila eine Kopie der in diesem Bericht genannten Untertagen rum Stand der Technik bei. 



2. 
3. 



Grundlage des Bertchts 

a. Hirtsichtfich der Spracha 1st die intarnatlonaJe Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung tn der Sprache 
durchgafuhrt worden, in dersie elngereicht wurde, sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist 

|~~| Die intemationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden . 

b. HlnsichtDch der In der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosaurasequenz Ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolb durchgefOhrt worden. das 

|~~| in der internationalen Anmeldung In SchrifOcher Form enthalten Ist 

ojsammen m it der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 
bei der Behorde nachtr&gllch In schrtflllcher Form elngereicht worden ist 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden 1st 

Die Erid&rung, das das nachtraglich ejngereichte schrffiiiche Sequenzprotokoli nicht Qber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung Im Anmeldezeltpunkt hlnausgeht, wurde vorgelegt 

[X] Die Erklanjng, da£ die in computertesbarGr Form erfafltan Informatlonen dem schrinllchen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt 

| | Bestimrnte Ansp ruche haben sich als nicht recherchierbar erwieaen (siehe Feld I). 
| | Mangel nde Elnheittichkert der Erfindung (siehe Feld II). 

Hinsichtfich der Bozcilehnung der Erfindung 

|X| wirddervom Anm elder eingarolchte Worttaut gene hmlgt* ^ 
| | wurde der Wortlaut von der Behdrde wie rolgt festgesefct 



□ 
HI 

m 



Hinsichtiich der Zusammenfaesung 

wird der vom Anmelder eingereichte Worttaut genehmigt 

wurde der Worttaut nach Regel 39-2b) In dar in Feld If I angegebenan Fassung von der Behorde festgesetzt Der 
| | Anmelder kann der Behorde Innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberictite eine Stellungnahme voriegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verfiffentllchen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschJagen [T] keine der Abb. 

| | well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat 
| | well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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Intarn^^^tps Aktenzelchen 
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PC 
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A. KLASSIFI2ERUNG DE5 A NMELDUNGSGEQENST ANDES 

IPK 7 C07K16/08 C12N15/86 C07K19/00 
//A61K31/505.C07K16/22 



C12N5/20 



A61K48/00 



Nach dor lm?rnatlonal?n Fatantklassifikation (IPK> oder nach dar national en Kla&sifikalion und der IPK 



6. RECHEfiCHlERTg GEBI&TE 



Recherchisrter Mindsstprufatort (Klassfflkatfcn as/stem und rOaaSilIkatfon&synrtbole ) 

IPK 7 C07K C12N A61K 



Racharchiert? absr nisht zum MlndaaTprttstorf ganorande v/sr6fTendlchungen, sowcit dloso unter die rochorchtorton Gebletc fallen 



Wahrend tier intemarjonalan Recherche konsutncrre etikironteche DatenbanK (Namo dor DaienbanK und ovtl. verwondeio Suchbosririe) 



C. ALS WESEWTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kafegorie* 



Bezelchnung der Veronenttfcnung, aowott erTordortlch unler Angabo der In Betraoht Kommonden TeHo 



Betr. Anspruch Nr. 



W0 95 11997 A (DEUTSCHES 
KREBSFORSCHUNGSZENTRUM) 
4. Mai 1995 (1995-05-04) 
Anspruche 8,15-21 



WISTUBA A ET AL: "Intermediates of 
Adeno-Associated Virus type 2 assembly: 
Identification of soluble complexes 
containing Rep and Cap proteins." 
JOURNAL OF VIROLOGY, (1995 SEP) 69 (9) 
5311-9, XP002135909 

Seite 5312, rechte Spalte, Zeile 7 - Zeile 
69 

Abblldungen 6,7 



1-6,9 



1-6,9 



V- 



Weitere Ver5ffantllch,ungen alnd dor Fortsstzung von Paid C ZU 
e nm eh men 



El 



Siehe Anhang Paterrffarnirte 



6 Besondere Kategorien von angegebenen Ver6ffentJlchungen 

"A" Varoftentllchung. die dan alkjamainen Stand dor T&ehnlk cteilnlert, 
aber nicht eJs besondars bedeutsam anzusehen isi 

"E" alteres Dokument. das jedoch ersi am odor nach dom |rt\grnatlonal9P 
Anmeldedatum v«r6fr«nl!lcht worden 1st 

V Veroffentfichung, die ga eigne 1 1st einen Prlaritfitsanapruch zwairatoatt er- 
scholn^n ru tassen, Oder durch dia daa VeroffarUJtchungadaturn elner 
andersn im Recherchenbericht genannton Vor6Tlerrtllchung belegt werden 
Bofl oder die sua elnem andaren besonderen Gnjnd angegaben 1st (wie 
ausgafGhrr) 

"O" Veroffgntlichung. die etch auf elne mundliche OfTenbarung, 

sine Bsnutzung, elna Aus3telJung oder andere MaQnahmen bezieht 

"P" VeroffanHichung. dia vor dem IntematJonalon Anmoldodatum, abor nach 
dam boanspruchten Priori t&sdatum veroffentUcht worden 1st 



T" $p4ior« VerdftentUchung, dia nach dam International en Anmeldedatum 
odor dorp Priori tatsdaium verfiffentllcm worden 1st und mlt dar 
Anmeldung nlcht koHkJiart sondern nur zum Varetandnte des der 
Ertindung zugruridellaganden Prlnzlpa oder dor irV zugrundallegenden 
Theorle angegeben 1st 

"X" Veroffentiichung von besonderar Bedeutung: die beanapruchte Ertindung 
kann allein aurgrjnd dleser Veroffentiichung nlcht a la neu oder auf 
erftndertscher Tstigkeit be runs nd batrBchtet warden 

*Y" veroflentllctiung von basondorer Bedeutung; dlo boanspruchte Ertindung 
kann nlcht ala aul erflnderiacherTarJgkatt beruhand betrachtat 
warden, warm die verortentilchung mil elner oder mohroren anderen 
Varfiffe rrtllch ungan dleaar Kalegorle In v/erblndung gebracht wird und 
disse Varblndung fur einen Fachmann ruaheDegand ist 

"&* Verdflendlchung. dia Mhglied darsslben Patentfamille tst 



Datum de$ fVbschJussas dar international en Recherche 



17. April 2000 



Absandadatum das International en Recherchenbarlchta 



08/05/2000 



Name und Poatanscnnn dar Inlematlonalen Racherchenbahortte 

Europalschos Patentamt, P.8. 5B18 Patanttaan2 
NL - 2a60 riV Rlfswljk 
Tal. (*31-T0) 340-^MO, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigtar Badienstetar 



Le Flao, K 



Formwan PCT/lSA/21 o [Ban 2) (JuS 1992) 



Seite 1 von 2 



26/04 2001 12:21 FAX +49 89 42724749 



HUBER & SCHUESSLER PAT 



IPTL 



@06; 



INTERNA nUNAi-EPI 



HERCHENSERiCHT 



tnterni 

pet 



W9 



Aktcntdcbcn 

99/03517 



C.(Fortectxung) ALS V/ES5NTUICH ANGESEHENE UNTERLAG5N 



KaiegcriV Bszafchnung dar veronQntUcnung, eaweli erforderiich unler Angatoe der In Betracht kommandsn Teils 



B9lf. Anspruch Nr. 



BARTLETT J ET AL: "Targeted 

adeno-associ ated virus vector transduction 

of nonpermisslve cells mediated by a 

blspeciflc F (ab' gamma )2 antibody." / 

NATURE BIOTECHNOLOGY, (1999 FEB) 17, \J 

181-6, XP002135910 

Seite 182, Zeile 21 - Zelle 36 



1-12 



WO 99 67393 A (MEOIGENE 
AKTIENGESELLSCHAFT) 
29. Dezember 1999 (1999 
Anspruche 1-24 



-12-^9) 



1-12 



Fonnbtan PCT7ISA/210 (FortMOunfl von Blan 2) (Jul 1992) 



Seite 2 von 2 



26/04 2001 12:21 FAX +49 89 42724749 



HUBER & SCHUESSLER PAT 



IPTL 



@066 



iNTERNATIQNALER R 



W 



ERCHENBERICHT 

ilfcen Patontfamlte gehcren 



Intel 

per 



:t>w< 



Aktaftreichsn 

99/03517 



lm Recherchenbericht 
angeiOhrtes Patentdokument 



Oatum dar 
VerflnenHichung 



Mltgilad(ar) dar 
Patantfamllis 



Datum dar 
Verflffanifl chung 



U0 9511997 



04-05-1995 



W0 9967393 



29-12-1999 



AT 
CA 
DE 
EP 
JP 



188746 
2175256 
69422634 
0725837 
9504173 



DE 19827457 C 



15-01-2000 
04-05-1995 
17-02-2000 
14-08-1996 
28-04-1997 

02-03-2000 



Foimblin FCMSAfclO (Anhang PsIenrtamHlslpJ 1882) 



PCT/DE99/03517 



V^TENT COOPERATION TR. TY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 

Rrvv PPT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
29 June 2000 (29.06.00) 




International application No, 
PCT/DE99/03517 


Applicant's or agent's file reference 
K 2747 - hu/msl 


International filing date (day/month/year) 

29 October 1999 (29.10.99) 


Priority date (day/month/year) 

29 October 1998 (29.10.98) 


Applicant 

KLEINSCHMIDT, Jurgen et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
26 May 2000 (26.05.00) 

| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | 

□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





Authorized officer 




The International Bureau of WIPO 




34, chemin des Coiombettes 


Christelle Croci 




121 1 Geneva 20, Switzerland 






Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 




Form PCT/1B/331 (July 1992) 




DE9903517 



26/04 2001 12:18 FAX -1-49 89 42724749 



HUBER & SCHUESSLER PAT 



IPTL 



@059 




P(^X WtLTORGANTSATION FOR GBSTIGES EIGENTOM 

X Internationales BOro _ 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET PES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentkbissifikation 7 : 

C07K 16/08, C12N IS/86, C07K 19/00, C12N 
A61K 48/00 // A61K 31/505, C07K 16/22 



A3 



(11) Internationale VerorTentlichungsnummer: WO 00/26254 



(43) Internationales 

VerofTeatlidiungsdatuni; 



11. Mai 2000(11.05.00) 



(21) Internationales Aktenzeichen: 



PCT/DE99/S5n) 



(22) Internationales Anzneldedatum: 29. Oftober 1999 (29.10.99) 



(30) Prioritatsdaten: 
198 49 643.5 



29. Otaober 1998 (29.10.98) DE 



(71) Anmelder (fur alls Bestimmungssttuuen ausser US): 

DEUTS CHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM 
STTFRJNG DES SFFENTLICHEN RECHTS [DE/DE]; 
Im Neuenheimer Feld 280, D-69120 Heidelberg (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fir US): KLEINSCHMXDT, Jurgen 
[DE/DE]; Wcfliwicscnweg 5, D-69245 Bammcntal (DE). 
WOBUS, Christianc [DE/DE]; Heidelberger Strassc 34, 
D-69126 Heidelberg (DE). KERN, Andrea [DE/DB]; Auf 
der Spreit 25, D-74930 Itdingen (D£). 

(74) Anwalt: HUBER. Bernard; Huber & Schussler, Trudcringer 
Strassc 246, D-81825 Munchen (DE). 



(81) Besommungsstaaten; AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG t 
BR. BY. CA» CH, CN„ CU, CZ, DK, EE, ES. FT, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR. HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG. KP, 
KR, KZ, LC LK, LR, LS. LT, LU, LV. MD, MG, MK, 
MN. MW, MX, NO. NZ. PL, FT, RO T RU, $D, SE. SG, SI, 
SK. SL, 17, TM, TR, TT, UA, UG, US. UZ, VN, YU. ZW, 
ARTPO Patent (GH. GM, KE, LS, MW, SD, SL, SZ» TZ, 
UG, ZW), eurasisches Parent (AM. AZ. BY, KG, KZ, MD, 
RU. TJ, TM). curopaisches Patent (AT. BE, CH, CY, DE, 
DK, ES, -Fl FR, GB. GR, IE, IT, LU/MC. NL, FT, SE). 
OAPI Patent (BF, BJ, CF, CG, CL CM. GA, GN, GW, ML, 
MR, NE, SN, TD, TG). 



Veroffentlicht 

Mi( internationalem Recherchenbericht. 

(88) VerSflentlichungsdatum des internationalcn Recherchen- 

berichts: 3. August 2000 (03.08.00) 



(54) Title: ANTIBODIES BINDING TO THE AAV CAPS ID, ANTIBODIES MODIFYING CYTOTKOPISM METHOD FOR TAR- 
GETED GENE TRANSFER 

(54) Bezeichnung: AN DAS AAV-KAPSTD BTNDENDER, DEN ZELLTROPISMUS VERANDERNDER ANTIK6RPER UND VER- 
FAHREN ZUM GERICHTETEN GENTRANSFER 

(57) Abstract 

The invention relates to monoclonal antibodies or fragments thereof binding to the capsid of adeno associated viruses, whereby the 
virus is preventing from binding to the virus rtceptor of the original target cell. Said antibody or fragment theieof can also be fused widt 
> a desired receptor ligand. After the binding of one such antibody to the AAV capsid, it is possible to obtain an AAV that has a modified 
cycotropism, i£. can bind to a new target cell depending upon the fused ligand and can be used in the construction of an AAV vector for 
targeted gene transfer. v 

(57) Zu&ammenfassung 

Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper odcr Fragments davon, die an das Kapsid von Adeno-assoziicrten Viren binden 
wodurch die Bindung des Virus an den Virusrczeptor der ursprUnglichen Zielzelle verhindert winL Dieser Antikorper odcr das Fragment 
o^vonlconnen auBerdem mit einem gewunschten Rezeptorliganden fusioniert werden. Nach Bindung eines solchen Ariufcdrpcrs an das 
AAV-Kapmd wird ein AAV erhalten, das ubcr eincn veranderten Tropismus vcrfugt, also - in Abhangigkcit von dem fusionierten Liganden 
- an cine neue Zielzellc binden Jcann und zur Konstrukrion cincs AAV-Vdrtcrs fur gerichteten Gencransfer verwendet werden kann. 
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An das AAV-Kapsid bindender, den Zelltropisnrus verandernder 
Antikdrper und verfahren zum gerichteten Gentransf er 

Die vorliegende Erfindung betrifft Antikorper oder Fragiaente 
5 davon, die an das Kapsid von Adeno-assoziierten Viren (AAV) 
binden, wodurch die BindUng des virus an den Virusrezeptor der 
urspriinglichen Zielzelle verhindert wird. Diese(r) Antikorper 
oder (das) Fragment (e) davon konnen auSerdem als Adaptoren fur 
die Fusionierung mit einem gewiinschten Rezeptorliganden die- 

10 nen, Nach Bindung eines solchen Antikorpers an das AAV-Kapsid 
wird ein AAV erhalten, das uber einen veranderten Tropismus 
verfiigt, also - in Abhangigkeit von dem fusionierten Liganden 
- an eine neue Zielzelle binden kann. Die- vorliegende 
Erfindung betrifft somit ferner AAV-Vektoren, an deren Kapsid 

15 der erf indungsgemafie AntikSrper oder das Fragment davon 
gebunden sind. Diese Vektoren k6nnen fur einen gerichteten 
Gentransfer verwendet werden. SchlieSlich betrifft die vor- 
liegende Erfindung ein Verfahren zum gerichteten Gentransfer 
unter Verwendung dieses AAV-Vektors. 

20 

Das erste Ereignis bei einer viralen Inf ektion stellt die 
Bindung des Virus an die Wirtszelloberf lache dar. Die 
Zelloberf lachenmolekiile, an die die Viren binden, werden 
Virusrezeptoren genarmt, wahrend die viralen Proteins, die an 

25 dieser Bindung beteiligt sind, als virale Anhef tungsproteine 
(VAP = *viral cell attachment protein") oder virale Liganden 
bezeichnet werden. Das Studium der Interaktion zwischen 
virusrezeptoren und viralen Liganden hat in den letzten Jahren 
wachsendes Interesse gefunden, da aus den Kenntnissen dieser 

30 Interaktion nicht nur wichtige Hinweise fur die Prevention von 
viralen Infektionen gewonnen, sondern solche Kenntnisse u.U. 
auch fur die gezielte Manipulation der Inf ektion mit viralen 
Vektoren genutzt werden konnen. 



35 
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forderte eine Reihe von Gemeinsamkeiten bei der Infektion 
verschiedener Viren zutage « So bemitzen verschiedene Viren 
Mitglieder derselben Familie von Zelloberf lachenmolekulen als 
virale Rezeptoren, wie z.B. Mitglieder der IgG-Superfamilie, 
5 der *multimembrane spanning transporter", der Integrine oder 
von Wachstumsrezeptoren. Aufierdem wurde in einigen Fallen 
klar, daS dieselben Viren nicht nur mehrere Rezeptormolekiile 
benutzen konnen, sondern fiir die erfolgreiche Infektion der 
Zielzelle tatsachlich die Interaktion mit mehreren Rezeptoren 

10 auch benStigt wird. Urn das Inf ektionsereignis zu verstehen und 
gegebenenfalls manipulieren zu konnen, ist es daher vor allem 
notwendig, die viralen Aiihef tungsproteine und raoglichst die 
Anhef tungssequenzen zu kennen, Innerhalb der Familie der 
Parvoviren wurde fiir das autonome Parvovirus B19 das 

15 Erythrozyten P Antigen als Rezeptor beschrieben (Brown et al., 
Science 262, S, 114-117,1993) und fiir das helf erabh&ngige AAV- 
2 wurde Heparan Sulfat Proteoglycan als zellulares 
Rezeptormolekiil ermittelt (Summerf ord und Samulski, J, Virol. 
72 (2) , S. 1438-1445, 1998) . 

20 

Fiir einen Gentransfer warden bis heute vorzugsweise virale 
Vektoren, beispielsweise retrovirale vektoren, adenovirals 
Vektoren oder Vektoren, die von Adeno-assoziierten Viren 
abgeleitet sind, benutzt, Ein Nachteil der bisherigen 

25 Verfahren liegt darin, dafi es bisher kauiu moglich war, das 
Virus so zu modif izieren, daS (nur) die gewiinschte Zielzelle 
transduziert wird (gerichteter Gentransfer) und die uner- 
wiinschte Transduktion von Nicht-Zielzellen vermieden wird- 
Eine Erweiterung bzw. Ver&nderung des Zielzellspektrums (d.h, 

30 des Tropismus) kSnnte nicht nur die Effizienz des Gentranfers 
erhehen, sondem daruber hinaus sowohl ex vivo als auch in 
vivo Zugang zu schwer trans duzierbaren Zelltypen schaffen. 
Somit koitimt der Entwicklung von moglichst selektiven 
Gentransf ermethoden eine immer grofiere Bedeutung zu. Dabei 

35 tritt neben den Elementen der intrazellularen Spezifit&t, die 
beispielsweise durch Steuerung der Genexpression mittels gewe- 
be- oder zellspezif ischer Promotoren erreicht werden kann, 
iinmer mehr der gerichtete Gentransfer in den Vordergrund, 
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Zu den bisher fur einen Gentransfer verwendeten Vektoren 
z&hlen auch die auf AAV basierenden Vektoren. aav ist ein 
menschliches Parvovirus, das aus einem nicht-umhiillten 
ikosaedrischen Kapsid mit einem einzelstrangigen DNA-Genom 
5 (ca. 4,6 Kb) besteht. Es besitzt einen breiten Wirtsbereich 
und ist in der Lage, sein Genom in eine bevorzugte Stelle des 
Wirtszellgenoms zu integrieren, wenn kein Helfervirus 
vorhanden ist (Kotin et al., PNAS USA 87(6), S. 2211-2215, 
195~Q) Die Uberinf ektion mit einem Helfervirus- (z.B. 

10 Adenovirus oder Herpesvirus) mobilisiert das latente AAV und 
induziert eine Araplif ikation des AAV-Genoms. Etwa 70% der 
Bevolkerung haben Antikorper gegen AAV, fur das jedoch keine 
pathogenen Eigenschaf ten bekannt sind. Die von AAV 
abgeleiteten Vektoren bestehen lediglich aus den beiden 145 bp 

15 langen terminalen Wiederholungen, die die Signale in cis ftir 
Replikation, Verpackung und Integration tragen. Zwischen diese 
beiden Elemente kSnnen bis zu ca. 4,5 Kb Fremd-DNA inseriert 
werden. Zur Verpackung in rekombinante viral e Vektoren (rAAV) 
sind in trans die rep- und cap-Gene, sowie ein Helfervirus 

20 erf orderlich, Obwohl in den letzten Jahren mebrere verbesserte 
Verfahren zur Vektorproduktion verof f entlicht wurden, ist die 
relativ aufwendige Hers tel lung von AAV- Vektoren immer noch 
eines der Haupthindernisse fur eine breitere Anwendung dieses 
Vektorsystems . In jiingster Zeit konnte jedoch mit der 

25 Herstellung von rAAV ohne Helfervirus eine entscheidende 
Verbesserung und Vereinf achung des Produkt ions verfahr ens 
erzielt werden (Xiao et al., J. Virol. 72(3), S. 2224-2232, 
1998) . 

30 AAV-Vektoren vereinigen eine Reihe von Vorteilenr Sie 
enthalten keine viralen Gene, besitzen stabile Kapside, haben 
einen breiten Wirtsbereich und sind in der Lage, sowohl 
proliferierende Zellen als auch ruhende Zellen zu infizieren. 
Insbesondere erlauben sie eine Langzei texpression von 

35 eingeschleusten Genen in die dif f erenzierten Gewebe, z.B- 
Muskel, Gehirn und Retina, ohne nennenswerte Immunantwort des 
Wirts . 
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Die Nachteile der Verwendung von AAV-Vektoren fur den 
Gentransfer liegen jedoch u.a. darin, dafi zwar AAV einen 
breiten Wirtsbereich besitzt, sich jedoch manche Zelltypen, 
beispielsweise haeroatopoietische Stammzellen und dendritische 
5 Zellen, nur unbef riedigend transduzieren lassen. AuSerdem ware 
nattirlich fiir in vivo-Anwendungen grunds&tzlich die 
MSglichkeit eines selektiven Gentransf ers rait AAV 
wunschenswert . Allerdings liegen bisher kaum Kenntnisse iiber 
di^ _ Determinant en des Zell- und Gewebetropismus von AAV vor, 
10 wie z.B, iiber virale Anhef tungsproteine oder 
Anhef tungssequenzen und somit gibt es bisher keine 
Moglichkeit, AAV hinsichtlich eines selektiven Gentransf ers zu 
manipul ieren « 

15 Somit liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, 
AAV-Vektoren bereitzustellen, mit denen ein selektiver 
Gentransfer erreicht werden kann_ 

Diese Aufgabe wird durch die Gegenstande der Patentanspruche 
20 gelost. 

In der vorliegenden Erfindung wurden monoklonale Antikorper 
erzeugt, .die gegen die Bindungsstellen (Ligandensequenzen) der 
AAV-Kapsidproteine gerichtet sind. Es konnte gezeigt werden / 

25 dafi nach Bindung dieser Antikorper an AAV die Infektion der 
ursprunglichen Zielzelle unterblieb und die Bindung des AAV an 
den Virusrezeptor der ur sprung lichen Zielzelle blockiert 
wurde. Desweiteren konnten die Bindungseigenschaf ten von AAV- 
Kapsiden dadurch modifiziert werden, daS ausgehend von den 

30 vorstehend erwahnten Antikorpem Fusionspolypeptide -(z .-B\ Fab- 
Fragment e des monoclonalen Antikdrpers verkniipft mit neuen 
Ligandensequenzen) oder Ein2elketten-Antikorper- 
Fusionsproteine hergestellt wurden, und diese an die AAV- 
Kapside gebunden wurden. Es konnte gezeigt werden, da£ AAV- 

35 Vektoren mit solchen Kapsiden nur die gewiinschte Zielzelle 
transf izierten und somit fiir einen selektiven Gentransfer 
geeignet sind. 
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Somit betrifft die vorliegende Erfindung einen monoklonalen 
Antikdrper, der dadurch gekennzeichnet ist, da£ er an das 
Kapsid eines Adeno-assozierten Virus (AAV) bindet und die 
Bindung des Virus an den Virusrezeptor der urspriinglichen 
5 zielzelle verhindert. 

Der hier verwendete Ausdruck "Kapsid" bezeichnet die 

icosaedrische Proteinhtille, die das AAV-Genom umgibt und 

typdscherweise aus den Strukturproteinen VP1, VP2 und VP3 
10 aufgebaut ist> 

Der. hier verwendete Ausdruck w urspr\ingliche Zielzelle* 
bezeichnet jede Zelle, an die das unmodif izierte AAV bindet . 

15 Zu den AAV zShlen folgende Typen: AAV-l f AAV- 2, AAV-3, AAV-4, 
AAV-5 und AAV-6. Fur die Zwecke eines Gentransfers sind dabei 
folgende Gruppen besonders geeignet: AAV- 2 , AAV-3 , AAV- 4 , AAV- 
5 und. AAV-6. 

20 Die Verhinderung der Bindung des AAV an den Virusrezeptor der 
urspriinglichen Zielzelle kann durch mehrere Verf ahren bestimmt 
werden. Verschiedene radioaktive sowie nicht-radioaktive 
Bindungstests sind in den letzten Jahxen entwickelt worden, um 
die Bindung eines Virus an seine Zielzelle zu bestimmen. Diese 

25 Verf ahren sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung anwendbar. 

In den meisten Ansatzen werden in radioaktiven Tests 125 I oder 
3S S markierte Viruspartikel mit Zellen inkubiert und spater die 
mit den Zellen verbleibende Radioakt ivi tat gemessen 
(Summer ford, C and Samulski, R. J* 1998, Journal of Virology 

30 72, 143 8-1445; Grubman, M. J. et al. 1985, Journal of Virology 
56, 120-126; Abraham, G. et al, 1988, Journal of Virology 62, 
2300-2306; Greve, J- M. et al. 1989, Cell 56, 839-847). Andere 
radioaktive Bindungstest basieren auf Blot-Assays, in denen 
Zellextrakte auf eine Nitrozellulosemembran aufgedotted oder 

35 nach SDS-PAGE geblotted werden und diese dann mit radioaktiv 
markierten Viren inkubiert werden. Gebundene Viren konnen nach 
Exposition auf einem Rontgen-Film nachgewiesen werden (Bass, 
D. M. et al. 1991, Virology 183, 602-610; Roivainen, M. et al. 
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1994, Virology 302, 357-365). Weniger AnsStze wurden mit 
nicht-radioaktiven Bindungstests durchgef tihrt . Zum Beispiel 
benutzten Mizukami et al . (Virology 217, 124-130, 1996) 
biotinylierte AAV anstelle radioaktiv markierter Viren, die 
5 mit Hilfe von markiertem Streptavidin nachgewiesen wurden. 

Herrmann et al. (Journal of Virology 69, 6797-6804, 1995) 
messen die Bindung von B-lymphotrophen Papovaviren an B- 
lyxnphonie Zellinien mittels eines Kapsidprotein-ELISA' s wahrend 
Tresnah et al. (Virology 211, 123-132, 1995) die von- leeren 

10 Kapsiden des Canine Parvovirus gebundenen Zellen durch FACS- 
Analyse bestimmen. Mit Hilfe dieser Bindungstests kann nicht 
nur die direkte Bindung von Viren an die Zelle bestimmt 
werden, sondern auch die Blockierung dieser Bindung durch 
monoklonale Antikorper (Mak) untersucht werden. Dabei werden 

15 Zellen mit Mak inkubiert bevor eine Inkubation mit radioaktiv 
markierten Viren erfolgt und die an Zellen gebundene Radio- 
aktivitat gemessen wird (Roden, R. B. S- et al . 1994, Journal 
of Virology 68, 7570-7574; Shepley, M. P. et al. 1988, 
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 85, 7743- 

20 7747; Bergelson, J. M. et al , 1992, Science 255, 1718-1720). 

Brown, K. E. et al . (Science 262, 114-117, 1993) bestimmt Uber 
"colony- forming units" Males, welche die Bindung des B19 
Parvovirus an die Zelle unterbinden. 

25 Vorzugsweise wurden die in der vorliegenden Patentanmeldung 
beschriebenen monoklonalen Antikorper uber einen weiteren 
nicht radioaktiven Ansatz isoliert. Dieser wird nachfolgend 
anhand von AAV-2 beschrieben, was jedoch nicht als darauf 
beschrankt auszulegen ist. Der nicht-radioaktive Bindungsassay 

30 wurde speziell fur die isolierung von monoklonalen AntikSrpern 
entwickelt, welche die Bindung von AAV-2 an die Zelle 
inhibieren. Im diesem Test wurden AAV-2 Viren mit 
Hybridomttberstanden vorinkubiert , urn dann mit Zellen inkubiert 
zu werden. Diese Zellen mit den an sie gebundenen Viren wurden 

35 fixiert und unspezif ische Bindungsstellen geblockt, um dann 
die gebundenen viren mittels Kapsid-ELISAs nachzuweisen. In 
dem Kapsid-ELISA wird ein an AAV-2 bindender, biotinylierter 
monoklonaler Antikorper benutzt, der durch Streptavidin- 
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Peroxidase nachgewiesen werden kann. Beim "screening" der 
HybridomiiberstSnde wurde nach einem negativen ELISA Ergebnis 
gesucht. Wenn der gesuchte monoklonale Antikorper in der Lage 
ist, an AAV-2 zu binden und die Bindung des Virus an die Zelle 
5 zu verhindern, wird kein Signal im ELISA erzielt, da nur AAV-2 
Partikel, welche an Zellen binden, nachgewiesen werden. 

Nicht-Bindung eines Virus hat Nicht-Inf ektion zur Folge. 
Alterdings sind diese beiden Vorgange nicht identisch*, - da ein 
10 Virus Zellen binden kann, jedoch nicht gleichzeitig in die 
Zelle aufgenommen werden mufi, was deren Infektion zur Polge 
h&tte. 

Verf ahren zur Gewinnung von AntikSrpern sind dem Fachmann 

15 bekannt. Die Herstellung von monoclonal en Antikorpern urafafit 
beispielsweise als ersten Schritt die Herstellung von 
polyclonalen Antikorpern unter Verwendung von AAV- 
Kapsidproteinen oder Fragmenten davon (beispielsweise 
synthetische Peptide) n\it geeigneten Ligandensequenzen, 

20 beispielsweise die in den Beispielen beschriebenen Peptide 
oder Fragmente davon, als Immunogen zur Immunisierung 
geeigneter Tiere und die Gewinnung von gegen das definierte 
Antigen Antikorper produzierenden Zellen, z.B. sensibili- 
sierten B-Lymphozyten. Darin werden beispielsweise Zell-Hybride 

25 aus Antikorper produzierenden Zellen und Knochenmark- 
Tumorzellen (Myelomzellen) hergestellt und cloniert. 
AnschlieSend wird ein Clon selektioniert , der einen Antikorper 
produziert, der fur das verwendete Antigen spezifisch ist, 
Dieser Antikorper wird dann hergestellt. Beispiele von Zellen, 

30 die Antikorper produzieren, sind Milzzellen, 

Lymphknotenzellen, B-Lymphozyten etc. „ Beispiele von Tieren, 
die zu diesem Zweck immunisiert werden konnen, sind Mause, 
Ratten, Pferde, Ziegen und Kaninchen. Die Myelomzellen lassen 
sich aus Mausen, Ratten, Menschen oder anderen Quellen 

35 erhalten. Die Zellfusion kann man beispielsweise durch das 
allgemein bekannte Verfahren von Kohler und Milstein 
durchf ahren. Die durch Zellfusion erhaltenen Hybridome werden 
mittels dem Antigen nach dem Enzym-Antikorper -Verf ahren oder 
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nach einem ahnlichen Verfahren abgesucht. Clone werden 
beispielsweise mit dem Grenz-Verdiinnungsverf ahren erhalten. 
Die erhaltenen Clone werden beispielsweise BALB/c-Mausen 
intraperitoneal implantiert, nach 10 bis 14 Tagen wird der 
5 Ascites der Maus entnommen, und der monoclonale Antikorper 
durch bekannte Verfahren (beispielsweise 
Aromoniumsul f at f raktioni erung, PEG -Fraktionie rung , 
Ionenaustauschchromatographie , Gelchromatographie oder 
Aff initatschromatographie) gereinigt . 

10 

Der gewonnene AntikSrper kann direkt verwendet werden oder es 
kann ein Fragment davon verwendet werden. In diesem 
Zusammenhang bedeutet der Begriff "Fragment" alle Teile des 
monoclonal en AntikGrpers (z.B. Fab-, Fv- oder "single chain 
15 FV-Fragmente) , welche die gleiche Epitopspezif itSt wie der 
vollstfindige Antikorper aufweisen. Die Herstellung solcher 
Fragmente ist dem Fachroarm bekannt. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist der 

20 genannte monoclonale Antikorper ein aus einem Tier (z.B. Maus) 
stammender Antikorper, ein humanisierter Antik5rper, ein 
chimSrer Antikorper, ein humaner Antikorper oder ein Fragment 
davon. Chim&re, menschlichen Antikorper ahnelnde oder 
humanisierte Antikorper besitzen eine herabgese tzte 

.25 potent ielle Antigenit&t, jedoch ist ihre Affinit&t gegenuber 
dem Ziel nicht herabgesetzt . Die allgemeine Herstellung von 
chim&ren und humanisierten AntikQrpern bzw. von menschlichen 
Antikdrpern ahnelnden Antikorpern wurde ausfiihrlich 
beschrieben (siehe beispielsweise Queen et al., PNAS USA 86, 

30 S. 10029,1989; Verhoeyan et al.. Science 239, S. 1534,-1-988). 

Humanisierte Immunglobuline weisen variable GrundgeriLlstberei- 
che auf , die im wesentlichen von einem humanen Immunglobulin 
stammen (mit der Bezeichnung Akzeptor-Immunglobulin) und die 
Komplementaritat der de termini erenden Bereiche, die im 

35 wesentlichen von einem nicht -menschlichen Immunglobulin (z.B. 

von der Maus) stammen (mit der Bezeichnung Donor-Im- 
munglobul in ) . Die (der) konstante(n) Bereich(e) 
stammt/ stammen, falls vorhanden, auch im wesentlichen von 
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einera menschlichen Immunglobulin. Bei der Verabreichung an 
menschliche Patienten bieten humanisierte (sowie humane) 
Antikorper eine Reihe von Vorteilen gegehuber AntikSrpern von 
M&usen Oder anderen Spezies: (a) das menschliche Immunsystem 
5 sollte das Grundgertlst oder den konstanten Bereich des 
humanisierten Antikorper s nicht als fremd erkennen und daher 
sollte die Antikorper-Antwort gegen einen solchen injizierten 
Antikorper geringer aus fallen als gegen einen vollstandig 
fr^mdeh Maus-Antikdrper .oder einen partiell fremden chimaren 

10 Antikorper; (b) da der Ef f ektorbereich des humanisierten 
Antikorpers menschlich ist, durfte er mit anderen Teilen des 
menschlichen Immunsystems besser interagieren, und (c) 
injizierte humanisierte Antikorper weisen eine Halbwertszeit 
auf, die im wesentlichen zu der von natiirlich vorkommenden 

15 menschlichen Antikorpern Equivalent ist, was es erlaubt, 
kleinere und weniger hauf ige Dosen im Vergleich zu Antikorpern 
anderer Spezies zu verabreichen. Diese Vorteile gelten 
natiirlich ebenso fiir humane Antikorper. 

20 In einer weiteren besonders bevorzugten Aus fiihrungs form 
handelt es sich bei dem erf indungsgem&£en Antikorper urn einen 
Antikorper oder ein Fragment davon, der an das Kapsid von AAV- 
2, AAV- 3 , AAV- 4, AAV- 5 oder AAV- 6 bindet und die Bindung des 
Virus an . den Virusrezeptor der ursprunglichen Zielzelle 

25 verhindert. 

Besonders bevorzugt sind unter den vorstehend beschriebenen 
Antikorpern oder Fragmenten davon solche, die an die 
Kapsidproteine VP1, VP2 und VP3 , insbesondere im Bereich der 
30 AminosSuren 449-475, 545-556 und 585-598 (bezogen auf VPl von 
AAV-2), binden. 

Erf indungsgemaEe Antikdrper konnen aus den bei der DSMZ, 
Mascheroder Weg, Braunschweig unter den Nummern ACC 23 69 
35 (ergibt C24-B) und ACC 2370 (ergibt C37-B) am 19, August 1998 

hinterlegten Hybridoma-Zellinien gewonnen werden. Diese sind 
gegen AAV-2 gerichtet. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die vorstehend 
beschriebenen monoclonalen Antikorper, die auEerdem dadurch 
gekennzeichnet sind, da£ sie rait einem gewiinschten 
Rezeptorliganden fusioniert sind und somit dazu dienen kdnnen, 
5 AAV-Vektoren mit einem erweiterten bzw. reduzierten 
Wirtsbereich - in Abhangigkeit von der eingefiihrten neuen 
Ligandensequenz - zu konstruieren. Als Rezeptorliganden eignen 
sich alle Liganden, die eine Erweiterung bzw. Reduzierung und 
soffilt eine gezielte Veranderuiig des Wirtsbereichs bewirken. Es 
10 eignen sich hierfur auch Liganden, die vorrangig an Rezeptoren 
von nialignen Zellen binden. Hier kommen zum Beispiel die 
folgenden Liganden in Frage: 

Folat, da der Folatrezeptor vermehrt in Gebarmutter- 
Lungen- und Brust-Karzinomen, sowie Gehirn tumoren 
15 exprimiert wird, 

"Fibroblast Growth Factor" (FGF) , da der "high- 
affinity" FGF Rezeptor in malignen Zellinien (z.B. 
SKOV 3.ipl eine menschliche Geb&rmuttertumor- 
zellinie) und Prim&rzellen (z.B. Kaposi's Sarkoma 
20 Zellen) sowie proliferierenden Endothelzellen in 

Tumoren zu finden ist. 

RGD Peptidmotive, die an c^-Integrine binden, welche 
fast ausschliefilich an Endothelzellen von angiogenen 
Kapillaren in Tumoren 

25 

(Melanomen, Karzinomen, Sarkomen) 
Epidermal Growth Factor (EGF) 
CD 19 
zu finden sind, 

30 " " 

Neben Rezeptorliganden, die sich zum "Targeting" von 
Tumorzellen eignen, sind auch Liganden fur jene Rezeptoren von 
groSer Bedeutung, die die Infektion von Ziel zellen erlauben, 
welche die Behandlung von genetischen Krankheiten ermSglichen. 
35 Hier seien z.B« genannt : 

n an ti -human secretory component Fab fragments". Sie 
binden an den "polymeric immunoglobulin receptor" 
(pIGR) zum Gentransfer in Epithelzellen der Atemwege 
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als Behandlungsmethode der zystischen Fibrose, 
Asialoglycoprotein (ASGP) zum Gentransfer in die 
Leber - 

Erythropoietin, zum "Targeting* von 
5 hematopoietischen Zellen, die den Erythropoietin- 

Rezeptor tragen, beispielsweise fur die Behandlung 
von Sichelzell-Anamie - 



10 Weiterhin gibt es monoklonale Antikorper, die anstelle von 
Liganden spezifisch an bestimmte Rezeptoren binden. Diese sind 
auSerdem als potentielle Fusionspartner an die 
erfindungsgemafien monoklonalen AntikcSrper von grofier Bedeu- 
tung. 

15 

Zur Konstruktion dieser fusionierten Antikorper oder Fragmente 
davon gibt es eine Reihe von verschiedenen Moglichkeiten . 
Beispielsweise kann eine direkte Kopplung eines 
Antikfrrperf ragments , beispielsweise eines Fab- Fragments , mit 
20 den Ligandensequenzen, die an den Rezeptor der gewunscliten 
Zielzelle binden, erfolgen, Eine grofie Vielfalt von Reagenzien 
zur chemischen Kopplung, auch 'cross-linker" genannt, sind in 
den letzten Jahrzehnten entwickelt worden. Allgemein kann man 
diese Kopplungs reagenzien, welche wenigstens zwei reaktive 

25 

Gruppen wahrend der Kopplung zur Verfiigung stellen, in homo- 
und heterobifunktionale "cross -linker" unterteilen. Erstere 
besitzen wenigstens zwei identische reaktive Gmppen und 
erlauben eine Ein-Schritt-Kopplung, wahrend letztere 

30 wenigstens zwei unterschiedliche reaktive Gruppen besitzen und 
eine sequentielle Konjugation von Proteinen erlauben. Die am 
haufigsten verwendeten "cross-linker" sind homobif unktional 
und reagieren mit den primaren Aminogruppen von Proteinen* 
Dazu gehoren Imidoester und NHS-Ester (N~Hydroxysuccinimide) . 

35 NHS-Ester sind stabiler und effizienter als Imidoester und 
reagieren mit primaren sowie sekundaren Aminen, urn eine 
Amidbindung zu formen, Weitere homobifunktionale 'cross- 
linker" sind Sulfhydryl -Reagenzien, die mit Thiolgruppen 
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reagieren, sowie andere Konjugationsreagenzien, welche mit 
anderen reaktiven Gruppen interagieren (Arginin-spezif ische 
oder carbonyl-spezif ische "cross-linker") oder keine 
Selektivitat zeigen (z.B. Photoaf f initatsreagenzien) . Die 
5 vorstehend erw&hnten 'cross-linker* verbinden Proteine iiber 
Brucken, die eine unterschiedliche Entfernung der Proteine 
erlauben. Als Methode, bei der keine Brucken gebildet werden, 
ist die Carbodiimid-Methode bekannt, bei der Carboxyl gruppen 
mit" primaren Aminen tiber eine Amidbindung verbunden* werden. 

10 Bei der Auswahl von Kopplungsreagenzien miissen vor allera der 
Reaktionspuf f er und pH in welchem der 'cross-linker* aktiv ist 
und die Stabilitat der zu koppelnden Proteine in diesem Medium 
in Betracht gezogen werden. Alternativ kann auch die Bin- 
dungssequenz des mono clonal en Antikorpers als Einzelketten- 

15 Antikorper cloniert werden. Der dafiir entwickelte Ansatz in 
der Klonierung von scFv bestand in der direkten Klonierung der 
Antikorpergene aus Hybridom-Zellinien . Dabei werden die 
variablen Bereiche der leichten und schweren Kette durch die 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit Hilfe von antikSrper- 

20 spezifischen Oligonucleotidprimern amplif iziert . (F. 

Breitling & S- Dtibel, Rekombinante AntikSrper, Spektrum 
Akademischer Verlag Heidelberg, 1997) Die clonierten 
Einzelketten-Antikorper konnen beispielsweise an einer 
Phagenoberf lache innerhalb einer Phagenbank exprimiert werden, 

25 um so deren Bindung an AAV-Kapside beispielsweise mittels 
EL ISA zu untersuchen. Nur solche Einzelketten-Antikorper, die 
gute Bindung zeigen, werden weiterverwendet, um sie beispiels- 
weise in E. coli zu exprimxeren. Mit den exprimiert en und 
beispielsweise iiber *His-tags" gereinigten Einzelketten- 

30 Antikorpern kann dann erneut deren Fahigkeit zur Romp^tition 
der Bindung des Virus an den Rezeptor der ursprunglichen 
Zielzelle iiberpruft werden. Im AnschluS daran konnen die so 
gewonnenen Einzelketten-Antikorper mit den gewiinschten 
Ligandensequenzen oder mit einem zweiten Einzelketten-Antikor- 

35 per fusioniert werden. Die Herstellung von scFv mit 
multivalenten sowie multif unktionellen Eigenschaf ten kann 
dabei durch verschiedene Ansatze erreicht werden. Einige scFv 
zeigen ein natiirliches Multimerisierungspotential, wobei die 
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variablen Domanen eines scFv mit den komplementaren Domanen 
eines anderen scFv miteinander binden. Andere scFv konnen 
durch die Fusion mit einem "Leucine Zipper* oder einer 
amphiphatischen Helix am C-terminus miteinander fusioniert 
5 werden. Ein multifunktioneller Ansatz betrifft die Fusion 
eines scFv mit Streptavidin. Biotinylierte Liganden, monoklo- 
nale Antikdrper oder weitere scFv konnen nun einfach mit den 
scFv-Streptavidin konjugiert werdenJ Diese einfache 
Korijugation an potentielle Bindungspartner wird auch durch das 

10 Einfiihren von C-terminalen Cysteinen erreicht, welche iiber 
Disulf idbrticken stabile Dimere bilden. Die direkte 
Fusionierung von zwei scFv resultiert in einem bivalenten und 
bispezif ischen "diabody" . Hier wird die VH Domanen eines scFv 
iiber einen kurzen Linker mit der VL DomSne des anderen scFv 

15 verbunden sowie das komplementSre VH-VL Paar. (Little et al . 

Methods in Molecular Medicine, 555-622, Vol 13: Molecular 
Diagnosis of Infectious Diseases, Humana Press Inc. Totowa 
NJ) . Nach Expression, beispielsweise in E.coli, konnen solche 
Antikdrper-Fusionsproteine bzw* bivalenten AntikSrper zur Her- 

20 stellung von modif izierten AAV-Vektoren fur den selektiven 
Gentransfer verwendet werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ferner einen AAV- 
Vektor, vorzugsweise auf AAV- 2 , AAV- 3 , AAV- 4 , AAV- 5 oder AAV- 6 

25 basierend, der dadurch gekennzeichnet ist, da& die vorstehend 
beschriebenen erf indungsgemaSen monoclonalen Antikorper oder 
Fragmente davon an sein Kapsid gebunden ist und dieses nicht 
mehr an den Virusrezeptor der urspriinglichen Zielzelle binden 
kann, jedoch gegebenenf alls an den Virusrezeptor einer 

30 gewiinschten Zielzelle. Ein solcher Vektor erlaubt die 
Einftihrung von Fremd-DNA in eine gewunschte Zielzelle. Somit 
betrifft die vorliegende Erfindung auch den vorstehend 
beschriebenen Vektor, der zus^tzlich eine Fremd-DNA enthalt, 
Dieser kann beispielsweise durch Kotransf ektion eines AAV- 

35 Vektorplasmids, welches eine zu exprimierende Fremd-DNA 
zwischen den "inverted terminal repeats" (ITR) von AAV tragt, 
mit einem AAV-Helf erplasmid in eine Produktionszellinie (z.B. 
293T-Zellen) und Uberinf ektion mit einem Helfervirus (z.B. 
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Ad2, Ad5 oder HSV-1) gewonnen werden (Figur 1A) . Alternativ 
konnen die notwendigen Funktionen des Helfervirus auch auf dem 
AAV-Helf erplasmid vorliegen, wodurch das Hers tellungsverf ahren 
vereinfacht wird (Figur IB) . Die zu exprimierende Fremd-DNA 
5 kann ein Reportergen oder ein therapeutisch interessantes Gen 
enthalten. Diese Fremd-DNA sollte eine Gro£e von maximal ca. 
4,7 Kilobasen nicht iiberschreiten und kann von einem Fachmann 
nach seinen Wunschen ausgewahlt werden. Die rekombinanten AAV- 
Vi!ren "(Vektoren) konnen. durch Zellyse aus den trans fiziert en 
10 Zellen freigesetzt werden. Eine Modifikation der Kapside mit 
den beschriebenen Antikorpern kann im Zellysat oder nach 
Reinigung der Vektoren durchgefiihrt werden kann. Die Reinigung 
kann uber verschiedene Methoden erfolgen, die dem Fachmann 
bekannt sind. 

15 

Der AAV-Vektor ist vorzugsweise so modifiziert, daS er 
Zielzellen tiber verschiedene Rezeptoren binden kann. Als 
Zielzellen kommen z.B. Tumorzellen mit Rezeptoren wie dem 
Folat-Rezeptor, dem "epidermal growth factor* -Rezeptor und 
20 "fibroblast growth f actor "-Rezeptor bzw. Rezeptoren von 
hematopoietischen Zellen, wie der Erythropoietin Rezeptor, SCF 
Rezeptor und CD 34 in Frage. 

Die vorliegende " Erf indung betrifft ferner ein Verf ahren zur 
25 Herstellung des erf indungsgem&iSen AAV-Vektors, das die in den 
vorstehenden Abschnitten beschriebenen Schritte umfaSt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zura 
gerichteten Gentransfer, das dadurch gekennzeichnet ist, daS 

30 als Vehikel fiir die in die gewiinschte - Zielzelle 
einzuschleusende Nucleinsauresequenz der erf indungsgem&fie AAV- 
Vektor verwendet wird. Die einzuschleusende 
Nucleinsauresequenz kann dabei beispielsweise unter der 
Kontrolle eines induzierbaren und/oder reprimierbaren, 

35 zelltyp-spezif ischen Promotors liegen* Die erf indungsgemaEen 
AAV- Vektoren konnen in eine Zelle, ein Gewebe, Organ, einen 
Patient en oder ein Tier durch eine Reihe von Verfahren 
eingefuhrt werden, z.B. durch ex vivo Inkubation der 
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gereinigten AAV-Vektoren mit den gewunschten Zielzellen (z.B. 
Maas et al. Human Gene Therapy 9,1049-1059 (1998), Zhou et al. 
Gene Therapy 3, 223-229 (1996), Ponnazhagan et al. Journal of 
virology 71, 8262-8267 (1997)), bzw, durch direkte Injektion 
5 in ein zielgewebe (z.B Xiao et al- Journal of Virology 70, 
8098-8108, Flannery et al . Proc. Natl. Acad, Sci. USA 94, 
6916-6921 (1997), During et al . , Gene Therapy 5, 50-58 
(1998)). 

10 Schliefilich k6nnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch 
Zellen und transgene Tiere (d.h. Sauger) die beztiglich der 
mittels des erf indungsgemaBen AAV-Vektors eingeschleusten 
Nucleinsauresequenz transgen sind, erhalten werden. Verfahren 
zur Herstellung solcher transgener Tiere koiuien beispielsweise 

15 in WO 91/08216 gefunden werden. 

Die vorliegende Erfindung wird weiter anhand der Figur 
beschrieben : 

20 Fig. 1 A,B: Schematische Darstellung von Verfahren zur 
Herstellung von AAV-Vektoren 

Fig. 2: Schematische Darstellung des Tests zur Isolierung 
von Antikorpern, die die Bindung des Virus an die 
Zelle blockieren. 
£5 Fig, 3: "Retargeting" von AAV- 2 

Die nachstehenden Beispiele erlautern die Erfindung. 



30 Beispiel 1: Herstellung von geaen die Liaandensecruenzen 

gerichteten Antikorpern 
Zur Herstellung von AntikSrpern wurden Balb-c Mause wiederholt 
mit synthetischen Peptiden sowie mit leeren AAV-2 Kapsiden 
immunisiert. Die nachfolgenden vier Peptide wurden aufgrund 

35 von AAV-2 Kapsidgensequenzen, in denen sich AAV-2 und AAV-3 
unterscheiden, synthetisiert . Die Peptide hatten die folgende 
Sequenz : 

AAV-2 -1: GPPPPKPAERHKDDSC 
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AAV-2-2: SRTNTPSGTTTQSRLQFSQAGASDIRDQSC 
AAV-2 -3: QSGVLIPGKQGSEKTNVDIEKC 
AAV-2 -4: SVSTNLQRGNRQAATADVNTQC 



5 Die beiden Viren AAV-2 und AAV- 3 haben einen unterschiedlichen 
Zelltropismus, obwohl sich ihre Kapsidgensequenzen in nur vier 
Dom&nen geringfiigig voneinander unterscheiden. Da Peptide nur 
lineare Epitope darstellen, aber die Ligandensequenz auf dem 
vifaleh Kapsid auch ein konformatives Epitope darstellen kann, 
10 wurde zusatzlich mit leeren AAV-2 Kapsiden geboostet. 



Pro Immunisierung wurden 100 fig Peptid bzw. 3 0 /xg leere (keine 
DNA enthaltende) assemblierte AAV-2-Kapside in 0,1 ml PBS und 
0,1 ml konvplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans (icFA) 
15 eingesetzt: 

Tag O. 1. Immunisierung (Peptide + komplettes Freund's 
Adjuvans) 

Tag 24: 2. Immunisierung (Peptide + icFA) 
Tag 41: 3. Immunisierung (Kapside + icFA) 
20 Tag 132: 4. immunisierung (Kapside + icFA) 
Tag 145: Fusion 

Nach AbschluS der Immunisierung wurde die Milz einer Maus 
entnoiranen und die daraus isolierten Milzzellen mit Ag8 Zellen 

25 fusioniert. Die so entstandenen Klone sondern Antikorper in 
das Medium ab, welches nun mit verschiedenen Essays auf seine 
Eigenschaften getestet wurde. Zunachst wurden alle Hybri- 
domuberstande auf ihre F&higkeit zu neutralisieren geprtift. In 
diesem auf GFP (green fluorescent protein) basierenden 

30 Neutralisations test fand auch ein "Screenen" der monoklbnalen 
Antikorper statt. Zellen wurden in 96 Lochplatten ausges&t und 
am darauf f olgenden Tag mit einem Mix aus AAV-2 GFP-Partikel 
(MOI 10) und Hybridomiiberstanden inkubiert. 20 Stunden nach 
Infektion wurden die Zellen hinsichtlich der Expression von 

35 GFP unter UV-Licht untersucht. Hybridomttberstande, welche 
neutralisierend wirkten, also solche die die Expression von 
GFP verhindern, konnten nun auf ihre F&higkeit, die Bindung 
von AAV-2 an den zellulSren Rezeptor zu unterbinden, 
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untersucht werden. Dieser nicht-radioaktive Bindungstest wurde 
speziell fur diese Aufgabe entwickelt (s. Fig. 2). Dazu wurden 
Hybridomiiberstande zuerst rait AAV-2 inkubiert bevor diese auf 
Zellen, z,B. Hela-Zellen, gegeben wurden. Die an die Zelle 
5 bindenden AAV-2 Partikel wurden fixiert. Hybridomiiberstande, 
welche an AAV-2 binden und die Bindung des Kapsids an den 
zellul&ren Rezeptor unterbinden, verhindern die Bindung an die 
Zellen. Nach einem Blockierungsschxitt werden die an die 
Zellen' gebundenen Viren^mit dem monoklonalen A20-Antik5rper, 

10 welcher asseroblierte AAV-2 Kapside erkennt, nachgeweisen 
(Wistuba et al., Journal of Virology 71, S. 1341-1352, 1997). 
Die so charakterisierten Klone, welche neutralisierende und 
die Bindung inhibierende Antikorper produzieren, wurden 
daraufhin vereinzelt, urn monoklonale AntikSrper (Mak) zu 

15 gewinnen. Die so erhaltenen Maks wurden wiederum auf ihre 
Eigenschaf ten hin untersucht. Neben den soeben beschriebenen 
Assays wurden sie weiterhin auf ihr Verhalten in Immun- 
fluoreszenzen von Ad- 5 (Negativkontrolle) sowie Ad- 5 /AAV- 2 
inf izierten Zellen, Western Blots von Ad/AAV-2 HeLa. Extrakten 

20 und im AAV-2 EL ISA untersucht. Nach Analyse dieser Daten und 
einer Subklassenbestimmung wurden die beiden Hybridome C24-B 
und C37-B ausgesucht. Die folgende Tabelle zeigt ihre _ 
Eigenschaf ten: 



25 



(Assay 


C24-B 


C37-B 


Neutralisationstest 




■f | 

i 


Bindungstest 


+ 


* i 
1 


Western Blot Analyse 






Immunfluorsszenz 
Adeno/AAV-2 imlzierte Zellen 

Adeno-infizierte Zellen 




i 

- 1 

1 


AAV^2 ELISA 


+ 


+ 


Immunoglobulinsubklasse 


igGi 


IgGi | 



26/04 2001 12:09 FAX +49 89 42724749 HUBER & SCHUESSLER PAT * IPTL @02 = 

, 28. Oktober 1999 

18 

Die beiden Hybridome wurden bei der DMSZ in Braunschweig am 
19.8.1998 unter den folgenden Nummern hinterlegt: 

C24-B: ACC 2369 

C37-B: ACC 2370 

5 

Beispiel 2: Herstellung von f usionierten Einzelketten- 
Antikorpera 

Von beiden Hybridomen, C24-B und C37-B, wurden Einzelketten- 
AnElkorper (scFv) hergestellt. Nach Isolierung von RNA, mRNA 

10 und darauf f olgende Synthese von cDNA konnte mit Hilfe von 
Oligonukleotidprimem, deren Sequenz in Breitling et al., 
Methods in Molecular Medicine, S. 581-592, Vol. 13; Molecular 
Diagnosis of Infectious Diseases, Humana Press Inc. Totowa NJ 
publiziert ist, in der Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) die 

15 variablen Domanen der leichten (VL) und der schweren Kette 
(VH) isoliert werden. Diese wurden gemaS Standardmethoden in 
das Expressionsplasmid pHOG21 (Kipriyanov, S.M. et al., 1997, 
J. of Immunol. Methods 200, S. 69-77) kloniert. 

20 In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. 

Little am DKFZ werden dann *diabodies" hergestellt. Diese 
"diabodies" sind bivalent und bispezif isch, da sie aus zwei 
miteinander fusionierten scFv bestehen. Dabei wird die VH 
Domane des eineh Antikorpers (C24-B oder C37-B) durch einen 

25 kurzen Linker mit der Sequenz "AKTTPKLGG" ( Pep tidl inker , 
welcher die ca. 3,5 nm zwischen dem C-Terminus der einen 
Domane und dem N-Terminus der anderen Domane tiberbriickt 
(Kipriyanov, S.M. et al, Int. J. Cancer 77, S. 763-772, 1998) 
mit der VL Domclne eines anderen Antikorpers (anti-CD19) 

30 verbunden und umgekehrt- Allgemeine Hinweise zur Herstellung 
von diabodies sind "Little et al,, Methods in Molecular 
Medicine 555-580, Vol- 13: Molecular Diagnosis of Infectious 
Diseases, Humana Press Inc. Totowa NJ" zu entnehmen. Dadurch 
entsteht ein Produkt, welches zwei Antigen-Bindungsdomanen 

35 besitzt, welche an gegeniiberliegenden Seiten des Komplexes 
liegen. 



Die obigen "diabodies" werden sich aus den scFv von C24-B bzw. 
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C37-B und scFv von Antikorpern, die an B-Zellen binden, 
zusammensetzen. Allerdings besteht die Moglichkeit alle scFv, 
welche gegen Zellrezeptoren gerichtet sind, in dies© 
* diabodies " einzubauen . 

5 

Beispiel 3 : Chemische Kopplung von Fab Fracrmenten 
Fab Fragmente von C24-B undC37-B wurden gemafi Standardmethoden 
isoliert. Diese werdem nun mit IgGs, die gegen EGF und FGF 
Rez'eptbren gerichtet sind, oder mit Folat, deia Liganden des 

10 Folatrezeptors, chemisch gekoppelt. Die Konjugation erfolgt 
mit Hilfe von SPDP (3- (2-Pyridildithio)propionic Acid N-Hy- 
droxysuccinimide Ester) . Die entstandenen Komplexe werden liber 
HPLC aufgereinigt und kGnnen nun eingesetzt werden, den 
Zelltropismus von AAV-Vektoren zu verandern. Dazu werden AAV- 

15 Vektoren mit den gereinigten Fab-IgG/ -Liganden Koiaplexen 
inkubiert. Die nicht an die AAV-Vektoren gebundenen Komplexe 
werden (z.B.) durch Zentrifugation durch ein Zuckerkissen 
abgetrennt . 

20 Insbesondere werden AAV-2 Vektoren mit den Luciferase bzw. 

LacZ Reportergenen eingesetzt, um eine quantitative und 
qualitative Aussage uber die erzielte Expressionsef f izienz zu 
erhalten; Es konnen aber natxirlich alle verfiigbaren AAV-Vekto- 
ren eingesetzt werden. Diese Vektoren werden dann mit den Fab- 

25 igG/Ligand Komplexen inkubiert, 

Beispiel 4: Anderuncr des Tropismus von rAAV-2 
Die in Beispiel 2 beschriebenen "diabodies" und in Beispiel 3 
beschxiebenen Fab-IgG/Liganden Konjugate konnen nun zur 
30 Anderung des Tropismus von rAAV-2 eingesetzt werden. 

Zwei generelle Anwendungsmoglichkeiten bieten sich an. Zum 
einen werden die Fab-IgG/Liganden Konjugate eingesetzt, um das 
Prinzip zu testen, daS rAAV-2 Zellen Uber einen neuen Rezeptor 
35 infizierbar sind. Nach Kopplung von Fab Fragmenten an den 
Liganden Folat zum Beispiel und darauf f olgender Inkubation mit 
rAAV-2 , wird gezeigt, dafi Zellen (z.B, HeLa, KB), welche den 
Folatrezeptor uberexprimieren, infizierbar sind. Diese 
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Inf ektion kann nicht durch einen (Jberschufi an Heparin, welches 
die naturliche AAV-2 Inf ektion heirant, wohl aber durch die 
Gegenwart von freien Fab Fragmenten oder einem t)berschu£ von 
Folat im Medium verhindert werden. Mit Hilfe von Zellinien, 
5 welche z.B. den EGF Rezeptor exprimieren (MDA, MB468 oder 
U118), kann anhand des Fab-anti-EGFR-IgG Konjugates analog zu 
den oben geschildertem Beispiel mit dem Folat -Liganden ein 
"retargeting 0 an den EGFR gezeigt werden. (Siehe Fig. 3) . 

10 Eine Anderung des Tropismus ist aber auch Gber die 
beschriebenen "diabodies n moglich, Diese werden eingesetzt, um 
fur AAV-2 schlecht infizierbare Zellen (z.B, die Zellinien 
Raji [human Burkitt lymphoma cell line] , 9023 und 9050 [human 
lymphoblastoid cell lines]; Maass, G. et al. Human Gene 

15 Therapy 9, 1049-1059, 1998) einer AAV-2 Inf ektion zuganglicher 
zu machen. Hierzu werden die "diabodies" mit rAAV-2 iiikubiert, 
die nicht an die AAV Kapside gebundenen "diabodies" abgetrennt 
und dann auf die oben genannten Zellen gegeben. Damit ist nun 
eine effiziente Infektion, der von nicht modif iziertem AAV-2 

20 kaum inf izierbaren Lymphomzellinien moglich. 
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Pat ent ansprilch 

5 1. Monoklonaler Antikorper oder Fragment davon, dadurch 
gekennzeichnet, daS er an das Kapsid eines Adeno- 
assozierten Virus (AAV) bindet und die Bindung des Virus 
an den Virusrezeptor einer ursprilng lichen Zielzelle ver- 
hindert . 

10 

2. Antikorper nach Anspruch 1, wobei der Antikorper ein aus 
einem Tier staitimender Antikorper, ein humaner bzw. 
huraanisierter Antikorper, ein chimarer Antikfirper, ein 
Einzelketten-AntikSrper oder ein Fragment davon ist. 

15 

3. Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 1 oder 2, 
wobei das AAV AAV- 2 , AAV- 3, AAV- 4, AAV- 5 oder AAV- 6 ist. 

4. Antikorper nach einem der Anspriiche 1 bis 3, der an 
20 gemeinsame Sequenzen von VI, VP2 oder VP3 bindet. 

5. Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 4, der an 
die Kapsidproteine von AAV-2 im Bereich der Aminosauren 
449 bis 600 (bezogen auf VP-1) bindet . 

25 

6. Antikorper nach Anspruch einem der Anspriiche 1 bis 5, der 
C24-B (bei der DSMZ, Braunschweig am 19. August 1998 
unter ACC 2369 hinterlegt) oder C37-B (bei der DSMZ 
Braunschweig am 19. August 199 8 unter ACC 2370 

30 hinterlegt) ist. - 

8 w Antikorper oder Fragment davon nach einem der Anspriiche 1 
bis 6, auSerdem dadurch gekennzeichnet, dafi er mit einem 
gewiinschten Rezeptorliganden fusioniert ist. 

35 

8. Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 7, wobei der 
Rezeptorligand 
Folat, 
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-Fibroblast Growth Factor* (FGF) , 
RGD Peptidmotive, die an Oy-lntegrine binden, 
Asialoglycoprotein (ASGP) , 
Erythropoietin 
5 - Epidermal Growth Factor (EGF) , oder 

ein Antikorper, der gegen einen gewiinschten Rezeptor 
gerichtet ist, z„B.; 

anti-human secretory component Fab 
~ fragment 
10 - anti-CDl9 

9, Hybridom, einen Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 
8 erzeugend. 




15 10. AAV-Vektor, dadurch gekennzeichnet , dafi ein Antikorper 
oder ein Fragment davon nach einem der Anspriiche 1 bis 8 
an das Kapsid gebunden ist und dieses nicht mehr an den 
Virusrezeptor der urspriinglichen Zielzelle binden kann, 
jedoch gegebenenf alls an den Virusrezeptor einer 

20 gewunschten Zielzelle. 

11, AAV-Vektor nach Anspruch 10 , dadurch gekennzeichnet, da£ 
er von AAV-2, AAV-3, AAV- 4, AAV- 5 oder AAV- 6 abgeleitet 
ist. . 

25 

12. Verfahren zum gerichteten Gentransfer, dadurch 
gekennzeichnet, dais als Vehikel fur die in die gewiinschte 
Zielzelle einzuschleusende Nucleinsauresequenz ein AAV- 
Vektor nach Anspruch 10 oder 11 verwendet wird. 



30 



f 
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Zusammenf as sung 

Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper oder Fragmente 
5 davon, die an das Kapsid von Adeno-assoziierten Viren binden, 
wodurch die Bindung des Virus an den Virusrezeptor der 
ursprtlnglichen Zielzelle verhindert wird. Dieser Antikorper 
oder das Fragment davon konnen aufierdem mit einem gewttnschten 
Rezeptorliganden fusioniert werden. Nach Bindung eines - solchen 
10 Antik6rpers an das AAV-Kapsid wird ein AAV erhalten, das iiber 
einen verSnderten Tropismus verfttgt, also - in Abhangigkeit 
von dem fusionierten Liganden - an eine neue Zielzelle binden 
kann und zur Konstruktion eines AAV-Vektors fur gerichteten 
Gentransfer verwendet we r den kann. 



15 
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m hi i i -V 1 

Vektor plasmid AAV Heifer * Ad Heifer VeJctcrr plasmid AAV/Ad Heifer plasroid 
Plasmid Virus -v * y 





rAAV Ad r.XAV 



Fig- 1 
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HeLa Zellen: 



AAV-2 

0 



Monoklonale Antikorper 



- -± 

Blockierung 




A 



Pre-Infcuba1;±an auf Eis 




Inkubaticn 3G min, 4 C 



Fixierung von Zellen 

.1.. 

Blockiaruna 



4, 



Zusatz von biotinyliertem A2G 
Zusatz vcn StreDtavidin-Percxidase 



Entwicklung mit TMB 
Absorption bsi 450 run 




Fig- 2 
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A: AW-2 Binduna an Zellen 



0 



3- LL 



3: AAV -2 kcmplexiert an Fab Fragment 





C: Konjugaticn von Fab an Ligand/IgG 
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AAV-2 Rez^ptcr 



AAV -2 Tarcetrezeotor 





C24-B/C37-B Fab- Fragment 

C24-BC37-B Fab-Fragment 
konjugiart an Ligand/IgG 



Fig* 3 



